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Le gène T moyen du virus du polyome n'induit pas la formation 
de tumeurs chez le rat. Il est tumorigène chez le hamster après un long 
temps de latence et peut immortaliser des cellules primaires de rat à 
une faible fréquence. Des fonctions autres que celles exprimées par 
l'antigène T moyen sont requises pour l'élaboration de toutes les 
propriétés associées à la transformation néoplasique. Nous avons trouvé 
que le potentiel tumorigène du gène T moyen in vivo pouvait être 
restauré par des facteurs d'immortalisation tels que l'antigène grand T 
de SV40, la région ElA de Ad2, l'oncogène cellulaire mye et par un 
mutant du gène grand T de polyome, plt-dl97. Ce mutant, qui a une 
capacité accrue d' immortalisation, a une délétion en phase de 30 pb 
entre les nt 1367 et 1397 et est beaucoup plus efficace que le gène plt 
de type sauvage dans la comp lémenta t ion du gène T moyen in vivo et in 
vitro. 
Nous avons trouvé que le gène T moyen pouvait être complémenté 
par le petit T de polyome in vivo et in vitro. Même si, du point de vue 
opérationnel, le petit T de polyome est très similaire dans la 
tumorigénèse aux facteurs d'immortalisation, il ne peut être impliqué 
dans des fonctions d'établissement. Ceci suggère que tous les gènes qui 
complémentent la fonction transformante du gène T moyen de polyome ne 
créent pas des changements identiques dans le comportement cellulaire 
mais peuvent, au contraire, interagir avec des cibles cellulaires 
différentes. 
X 
Nous avons trouvé que 27% de la région encodant le gène grand T 
de polyome, jusqu'au nt 1213, était suffisant à immortaliser des 
cellules primaires de rat. Nous avons identifié la région entre le nt 
1016 (Aval) et 1213, comme étant essentielle au processus d' irnrnortali-
sation. Cette région ne comporte aucune homologie de séquence avec SV40 
et serait d'origine cellulaire. Nous avons aussi trouvé qu'un mutant de 
délétion du gène grand T de SV40, Xho24, qui n'encode que les 13 7 
premiers acides aminés, soit 19% de la protéine, pouvait immortaliser 
efficacement des cellules primaires de rat. Nous suggérons que les 
capacités d' immortalisation associées aux gènes grands T tronqués de 
polyome et de SV40 dépendent de la liaison de ces protéines à l 'ADN 
cellulaire suivi d'un processus d'activation de gènes, même si nous 
avons montré que la présence dans le noyau d'un grand T de SV40 n'est 




D'abord identifié comme agent responsable d'adénocarcinomes des 
glandes salivaires chez la souris (Gross, 1953a, 1953b), le virus du 
polyome doit son nom à sa capacité d'induire une grande variété de 
tumeurs chez différentes espèces d'animaux (Stewart et Eddy, 1959). 
C'est un virus membre de la famille des papovavirus comme SV40, BK et 
JC, donc un virus non enveloppé de symétrie icosahédrique (Tooze, 1981). 
Son génome consiste en une molécule d'ADN circulaire de 5292 pb, 
bicaténaire et surenroulée, associée à des histones cellulaires et 
entourée des protéines de la capside. L'ADN viral est constitué d'une 
région non-codante comprenant l'origine de réplication et les signaux de 
transcription des 2 régions codantes, la région précoce et la région 
tardive. Celles-ci sont transcrites de part et d 1 autre de la région 
non-codante sur des brins complémentaires. La région tardive, transcrite 
après le début de la réplication de l 'ADN viral, encode les 3 protéines 
de structure du virion, VPl, VP2 et VP3. La région précoce est 
transcrite avant le début de la réplication de l'ADN viral lors du cycle 
lytique. Elle encode les antigènes tumoraux T, d'abord mis en évidence 
par la présence d'anticorps anti-T dans le sérum d'animaux porteurs de 
tumeurs (Habel, 1965). L'organisation de la région précoce a été établie 
par l'analyse des antigènes T (Hutchinson et al., 1978; Smart et Ito, 
1978), par l'analyse de la séquence d'ADN (Soeda et al., 1980) et par 
l'étude des sites d'épissage de l'ARN messager précoce dans des cellules 
transformées ou infectées lytiquement par le, virus (Kamen et al., 1980; 
Treisman et al., 1981a). Trois protéines sont générées dans un même 
fragment d'ADN par des événements d'épissage différents (Figure 1). Les 
antigènes grand T (lOOK), moyen T (56K) et petit T (22K) ont une 
extrémité N-terminale commune (nt 173 à 409, 79 acides aminés). Les 
antigènes petit T et T moyen ont une séquence complémentaire commune qui 
n'est pas partagée par l'antigène grand T, parce qu'elle est à 
l'intérieur de l'intron (nt 409 à 746, 112 acides aminés). Et chaque 
antigène T possède une région C-terminale unique, grâce à l'utilisation 
de trois cadres de lecture différents. 
Les cellules qui peuvent être infectées par le virus sont dites 
permissives: elles permettent la réplication de l 'ADN viral et 
produisent les protéines nécessaires à l'encapsidation, ce qui se 
termine par la lyse de la cellule. Les cellules de souris sont dans 
cette catégorie. D'autres cellules de rongeurs varient dans leur 
permissivité. Les ce~lules de hamster ou de rat sont semi-permissives 
puisqu'elles permettent un peu de réplication du génome viral et de 
production de virion. Cependant, une petite proportion de cellules 
stabilise l 'ADN viral qui produit alors les protéines précoces. Ces 
cellules transformées acquièrent des propriétés nouvelles, soit la perte 
d'inhibition de contact, l'indépendance d'ancrage, une forte densité de 
saturation, la croissance à faible concentration de sérum, des 
changements de morphologie et la capacité de former des tumeurs dans des 
animaux syngéniques (Tooze, 1981). Ce type de cellules a permis 
d'utiliser le virus du polyome comme modèle d'étude de la tumorigénèse. 
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Dans le but de comprendre les fonctions des antigènes T dans la 
transformation, il est nécessaire de connaitre leur localisation dans la 
cellule ainsi que certaines de leurs propriétés biochimiques. L'antigène 
grand T de polyome se retrouve dans le noyau (Silver et al., 1978), mais 
ni dans le nucléole, ni dans le cytoplasme (Griffin et Dilworth, 1983). 
La protéine grand T de SV40 se retrouve de plus associée à la membrane 
cellulaire (Deppert et Walter, 1982), ce qui ne semble pas être le cas 
de l'antigène grand T de polyome. Celui-ci est une phosphoprotéine 
formant des oligomères, capable de se lier à l'ADN bicaténaire (Gaudray 
et al., 1980), spécifiquement à l'origine de réplication et aux 
promoteurs des régions tardives et précoces (Gaudray et al., 1981; 
Pomerantz et al., 1983; Dilworth et al., 1984; Cowie et Kamen, 1984) et 
avec une faible affinité pour des séquences non-spécifiques. Il possède 
une activité ATPase intrinsèque (Gaudray et al., 1980) et est aussi 
impliqué dans la stimulation de synthèse de l'ADN cellulaire, dans 
l'initiation de la réplication de l'ADN viral (Francke et Eckhart, 1973) 
et dans la répression de la transcription de la région précoce (Cogen, 
1978). En plus de ces activités, l'antigène grand T de SV40 stimule la 
transcription des ARNr (May et al., 1976) et l'expression de la région 
tardive (Brady et al., 1984; Keller et Alwine, 1984). Il forme un 
complexe stable avec la protéine cellulaire p53 (Lane et Crawford, 1979; 
Linzer et Levine, 1979), permet la croissance de l'adénovirus type 2 
dans des cellules de singe, grâce à une fonction "helper" (Grodzicker et 
al., 1977) et peut se lier de façon spécifique à de l 'ADN cellulaire 
(Wright et al., 1984). 
3 
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L'antigène T moyen est localisé dans la fraction membranaire de 
la cellule (Ito et al., 1977), plus particulièrement au réticulum 
endoplasmique et à la membrane plasmique, et est aussi périnucléaire 
(Zhu et al., 1984). La protéine T moyen n'a pas d'équivalent chez SV40. 
Bien qu'elle ne soit pas très phosphorylée in vivo, elle agit comme 
accepteur- dans une réaction tyrosine kinase in vitro (Eckhart et al., 
1979; Schaffhausen et Benjamin, 1979; Smith et al., 1979). Cette 
réaction est due au produit du gène cellulaire c-src qui forme un 
complexe à la membrane avec le T moyen (Courtneidge et Smith, 1983, 
1984). L'interaction entre l'antigène T moyen et la pp60c-src 
stimulerait l'activité tyrosil kinase de la protéine (Bolen et al., 
1984). En plus d'un rôle primordial dans la transformation (voir plus 
loin), le T moyen serait important dans 1 1 assemblage du virion (Garcea 
et Benjamin, 1983). 
L'antigène petit T est présent dans le cytoplasme et dans le 
noyau (Zhu et al., 1984) comme la protéine petit T de SV40 (Montano et 
al., 1984). Le petit T de polyome semble réduire l'attachement des 
cellules au plastique en changeant la structure du cytosquelette 
cellulaire (Zhu et al., 1984; Cuzin, 1984). Il a aussi un effet 
mitogénique sur des cellules à confluence et induit l 'agglutinabilité 
par les lectines (Liang et al., 1984). Le petit T de SV40 induit la 
dissociation du réseau des câbles d'actine (Graessman et al., 1980; 
Bikel et al., 1983). Il peut s'associer à deux protéines cellulaires de 
56 KD et de 32 KD respectivement (Rundell, 1982) et semble responsable 
de la stimulation de la synthèse de l'antigène centriolaire de la 
cellule (Shyamala et al., 1982). 
L'analyse des propriétés biologiques de certains mutants du 
virus du polyome (Figure 1) a permis d'élucider le rôle des antigènes 
tumoraux dans la transformation. Les mutants ~' obtenus par mutagénèse 
à l'acide nitreux, affectent la protéine grand T qui est rapidement 
détruite à la température restrictive (39°C). Habituellement, les 
cellules transformées par ces mutants à la température permissive (33°C) 
restent transformées à la température restrictive (39°c) (Fried, 1965; 
Eckhart, 1969; Di Mayorca et al., 1969). Ces résultats suggèrent qu'une 
fonction de grand T est nécessaire à l'établissement de l'état 
transformé, non à son maintien. Cependant, Seif et Cuzin (1977) ont 
réussi à isoler deux types de transformants selon leur capacité à former 
des foyers sur plastique (type N) ou à former des colonies en agar (type 
A). Les transformants de type A ne sont pas thermosensibles pour le 
maintien de la transformation alors que les transformants de type N 
révertent à un phénotype apparemment normal à la température 
restrictive. Dans les deux cas, une fonction de maintien de l'état 
transformé serait assumée par l'antigène grand T, soit par la protéine 
complète thermosensible (type N), soit par des formes tronquées (type A) 
(Rassoulzadegan et al., 1979, 1981). 
Les mutants hr-t (host-range nontransforming) ont d'abord été 
sélectionnés pour leur capacité de croissance dans des cellules de 
souris 3T3 transformées par le virus du polyome et pour leur incapacité 
de croître dans des cellules non-transformées (Benjamin, 1970). Cette 
classe de mutants affecte seulement les antigènes petit T et T moyen 
(Hattori et · al., 1979; Carmichael et Benjamin, 1980). Ceux-ci 
complémentent les mutants ~ pour la croissance et la transformation 
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FIG. 1 . Carte physique du génome du virus du polyome linéarisé au site 
Hindlll (3918) . Les séquences encodant les 3 antigènes tumoraux (ST, MT, 
LT) sont représe n tées. La régio n N-terminale commune a ux 3 protéines 
précoces est illustrée en noir, alors que les séquences uniques aux 
antigènes ST, MT et LT sont illustrées respectivement e n noir, blanc et 
e n hachuré . Nous avons également représenté les régions qui sont 
affectées par l es différents groupes de mutants: hr-t, ml-t, ~ et es . 
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Contrairement aux mutants hr-t, les mutants ml-t, qui ont des 
lésions affectant à la fois les antigènes grand T et T moyen, varient 
considérablement dans leur phénotype. Par exemple, dl-8 se réplique 
difficilement mais transforme des cellules en culture alors que le 
mutant dl-23 ne transforme pas même s'il croit très bien in vitro 
(Griffin et Haddock, 1979; Griffin et al., 1980). De nombreux autres 
mutants ml-t ont été isolés (Magnus son et Berg, 1979; Bendig et al., 
1980; Magnusson et al., 1981; Smolar et Griffin, 1981; Ding et al., 
1982; Gélinas et al., 1982). 
L'étude des propriétés biologiques de divers mutants a permis 
de démontrer que la protéine grand T complète n'est ni suffisante ni 
nécessaire à l'expression d'un phénotype complètement transformé (Israël 
et al., 1979a, 1979b; Hassell et al., 1980; Novak et al., 1980) et que 
l'antigène T moyen seul est suffisant à l'expression du phénotype 
transformé (Novak et Griffin, 1981; Carmichael et al., 1982; Mes et 
Hassell, 1982; Templeton et Eckhart, 1982). L'utilisation d'un ADNc 
n'encodant que la protéine T moyen a clairement établi le rôle essentiel 
de celle-ci dans la transformation (Treisman et al., 1981b). 
Dans ce travail, nous montrons que même si T moyen est 
suffisant pour transformer des cellules en culture, celui-ci n'est pas 
tumorigène chez le rat in vivo et peut induire des tumeurs chez le 
hamster après un long temps de latence. Nous montrons aussi que 
l'antigène T moyen nécessite le petit T pour restaurer son pouvoir 
tumorigène in vivo. On obtient un effet analogue avec d'autres gènes 
viraux ou cellulaires, tels que l'antigène grand T de SV40, les produits 
7 
de la région ElA de l 'adénovirus 2 et 1 1 oncogène cellulaire mye. Ces 
trois derniers gènes permettent à des cellules primaires de rat 
d'acquérir un potentiel illimité de croissance en culture 
(immortalisation) (Houweling et al., 1980; Clayton et al., 1982; Colby 
et Shenk, 1982; Petit et al., 1982; Rassoulzadegan et al., 1983; 
Mougneau et al., 1984). Dans le but de définir la nature de la 
complémentation entre le gène T moyen et des gènes immortalisants, nous 
avons introduit des délétions dans les gènes grand T de SV40 et polyome. 
Nous montrons que 19% de l'antigène grand T de SV40 et moins de 25% de 
celui de polyome sont suffisants pour immortaliser des cellules 
primaires. Nous décrivons aussi un mutant du gène grand T de polyome, 
plt-i.!_97, qui immortalise des cellules primaires de rat avec une plus 
grande efficacité que le gène de type sauvage et qui peut complémenter 
le gène T moyen dans la tumorigénèse. 
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MATERIEL ET METHODES 
I. Plasmides. 
pMT3 est un recombinant n'encodant que l'antigène T moyen 
(Asselin et al., 1983) (Voir figure 2). Il provient de la délétion de 
deux fragments HindIII de pPyMTl (Treisman et al., 1981b). bc1051 est un 
génome modifié du virus du polyome ne produisant que les antigènes petit 
T et T moyen suite à un changement de base (G ~ A) au nt 410, qui 
empêche l'épissage de l'ARNm de l'antigène grand T (Nilsson et 
Magnusson, 1983). NG-18 est un mutant hr-t du virus du polyome avec une 
délétion de 187 pb qui inactive. les gènes petit T et T moyen (Hattori et 
al., 1979). pLTl est un recombinant n'encodant que l'antigène grand T du 
virus du polyome et pSTl, que l'antigène petit T (Treisman et al., 
1981a). ~2005 est un mutant de SV40 avec une délétion de 230 pb qui 
inactive la protéine petit T mais laisse intacte la région codante de 
l'antigène grand T (Sleigh et al., 1978). pAd2-9 contient la région ElA 
et ElB de l'adénovirus 2 (les premiers 9.1% jusqu'au site ~ II), 
insérée dans le site PstI de pBR322. pSVc-myc-1 est constitué d'un 
fragment XbaI-BamHI de 4. 8 Kb contenant les 2e et 3e exons du gène 
cellulaire mye de souris sous le contrôle du promoteur précoce de SV40 
(Land et al., 1983). pSV2neo est un plasmide qui encode l'aminoglycoside 
phosphotransférase de l'élément transposable Tn5 de Escherichia coli, 
sous le contrôle du promoteur précoce de SV40 (Southern et Berg, 1982). 
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FIG. 2. Structure de plasmides recombinants. Les fragments d'ADN du 
virus du polyome sont représentés encadrés et sont insérés dans pBR322 
(pPA8) ou dans pAT153 (autres plasmides). Les reg1ons hachurées 
représentent la région encodant . l'antigène T moyen. pMT3 a été obtenu 
par délétion de deux fragments HindIII à partir de pPyMTl. Les deux 
sites Aval à 82. 9 et 89. 7 de pPA8 et pMT3 sont indiqués. pMLT9 a été 
obtenu 7n insérant le génome de NG-18 dans le site BamHI de pMT3. La 
region encodant l'antigène grand T est indiquée.~ délétion dans 
l'intron de grand Test représentée par la région tachetée. pMSTlO a été 
construit en insérant une molécule défective du virus du polyome (Parent 
et Bastin, 1981) dans le site HindIII de pMT3. Les régions codant pour 
les trois antigènes T sont indiquées. Le m.u. correspond aux unités d'un 
génome complet du virus du polyome divisé en 100 U à partir du site 
EcoRI. Abréviations: H, HindII I ; B, BamHI; S, Sal I; OR, origine. 
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II. Méthodes de mutagénèse et de clonage. 
1. Méthode de clonage. 
Le vecteur est digéré dans 20 µl de tampon de restriction (10 
mM Tris-Cl (pH 7. 5), 50 mM Na Cl, 10 mM MgC1 2 , 1 mM OTT) avec 1 à 2 U 
d'enzyme de restriction (BRL, Amersham, Boehringer-Mannheim) par µ g 
d'AON pendant 2 à 3 heures à 37°c. Trente minutes avant la fin de la 
digestion, on ajoute 0.4 µl (8 U) de phosphatase alcaline d'intestin de 
veau (GIAP, Boehringer-Mannheim) et on incube 30 minutes à 37°C. On 
ajoute alors 65 µl d'eau distillée, 10 µl de STE lOX (100 mM Tris-Cl (pH 
8.0), 1 M NaCl, 10 mM EOTA) et 5 µl de SOS à 10/o• La solution est 
h ff , ' 68°C d c au ee a pen ant 15 minutes. Cette étape est suivie d'une 
extraction au phénol: chloroforme-alcool isoamylique 24:1 (1:1) et d'une 
extraction au chloroforme-alcool isoamylique 24:1. L'AON est alors 
précipité avec 2 volumes d'éthanol, 15 minutes à -70°C. 
Le fragment à cloner est extrait d'un gel d'agarose fondant à 
1%. On ajoute au morceau de gel 200 µl TE (1 mM Tris-Cl (pH 8.0), 0.1 mM 
EOTA) et on le chauffe pendant 5 minutes à 0 70 C pour faire fondre 
l'agarose. L'agarose fondu est extrait une fois avec un volume égal de 
phénol à la température de la pièce. Après centrifugation, la phase 
aqueuse est réextraite avec un volume de chloroforme-alcool isoamylique 
24:1 et l'AON est ensuite précipité à l'éthanol. 
La ligation se fait à la température de la pièce pendant 2 à 4 
heures dans 20 µl de tampon de ligation (0.05 M Tris-Cl (pH 7.4), 0.01 M 
MgC1 2 , 0.01 M DTT, 1 mM spermidine, 1 mM ATP, 0.1 mg/ml BSA) contenant 2 
u de T4 ADN ligase (Boehringer-Mannheim). Les transformations 
bactériennes se font selon la méthode de Cohen et al. (1972) dans la 
souche Escherichia coli HBlOl (Boyer et Roulland-Dussoix, 1969). La 
préparation des plasmides recombinants est effectuée selon les 
différentes méthodes décrites par Maniatis et al. (1982). 
2. Mutagénèse par insertion d'un adapteur. 
La phosphorylation de l'adapteur XhoI de 8pb (5'dCdC + dr 
dCdGdAdGdG-3', P-L Biochemicals) s'effectue dans 10 µ 1 de tampon de 
kinase (0.066 Tris-Cl (pH 7.6), 1 mM ATP, 1 mM spermidine, 0.01 M MgC1 2 , 
15 mM DTT, O. 2 mg/ml BSA) avec 2 µ g d' adapteur et 2 à 4 U de T4 ADN 
kinase (BRL) pendant 1 heure à 37°C. Après l'incubation, le fragment de 
restriction à bouts francs est ajouté (10 µl) et ligaturé avec 3 U de T4 
ADN ligase à 14°C pendant la nuit. 
3. Mutagénèse d'un site de restriction à la Klenow. 
Les extrémités 5' libres de 1 1 ADN peuvent être comblées en 
utilisant l'activité ADN polymérase du fragment de Klenow de l'ADN 
polymérase I de Escherichia coli. L 'ADN ( 1 à 2 µ g) est incubé à la 
température de la pièce pendant 20 minutes dans 30 µ 1 de tampon de 
"nick-translation" (0.05 M Tris-Cl (pH 7.2), 0.01 M MgS04 , 0.1 mM DTT, 
0.05 mg/ml BSA) contenant 1 µl de chacun des 4 dNTPs (solution-stock de 
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10 mM) et 4 U du fragment de Klenow. La réaction est arrêtée par 
extraction au phénol et l'ADN est alors précipité à l'éthanol et 
ligaturé. 
4. Mutagénèse d'un site de restriction à la T4 ADN polymérase. 
Les extrémités 3' libres de l 'ADN peuvent être enlevées en 
utilisant l'activité 3' exonucléasique de l 'ADN polymérase du 
bactériophage T4. En présence des 4 dNTPs, la polymérase va ôter les 
extrémités 3' monocaténaires et va s'arrêter en atteignant la première 
base appariée si le dNTP complémentaire approprié est présent. Le 
fragment de restriction (1 à 2 µ g) est incubé pendant 5 minutes à 37°C 
dans 20 µl de tampon de polymérase T4 (0.033 M Tris acétate (pH 7.9), 
0.066 M acétate de potassium, 0.01 M acétate de magnésium, 0.5 mM DTT, 
0.1 mg/ml BSA) contenant aussi 1 µ 1 de chacun des 4 dNTPs 
(solution-stock de 10 mM) et 2 à 4 U de T4 ADN polymérase. La réaction 
est arrêtée par addition de 2 µl de EDTA 0.2 M et par une extraction au 
phénol: chloroforme-alcool isoamylique 24:1 (1:1). L'ADN est précipité à 
l'éthanol et ligaturé. 
5. Mutagénèse à la nucléase Bal 31. 
La nucléase Bal 31 dégrade les brins 3' et 5' de l'ADN. Dans 
des conditions idéales, un ADN linéaire peut être digéré à partir de ses 
deux extrémités d'une façon contrôlée. Le fragment linéarisé (2 µg) est 
incubé de 30 secondes à 4 minutes, selon l_a délétion désirée, à 3o0 c 




, 12.5 mM MgC1 2 ) préchauffé à 30°C pendant une minute et 
contenant 1 U de nucléase Bal 31 (BRL). La réaction est arrêtée avec 3µ1 
de EDTA 0.2 M, 3 µl de EGTA 0.1 Met 50 µl de phénol, à o 0 c. L;ADN est 
centrifugé, précipité à l'éthanol après avoir dilué le volume trois 
fois, et ligaturé. La ligation se fait à 20°C pendant 2 à 3 heures sans 
avoir préalablement traité les extrémités à la Klenow. En effet, en tout 
temps, 20/o des molécules générées à la nucléase Bal 31 ont des bouts 
francs. 
III. Transfection de cellules en culture. 
1. Cellules de rat Fischer 3T3 (FR3T3) (Seif et Cuzin, 1977). 
Les cellules sont cultivées dans un milieu Eagle modifié par 
Dulbecco (DMEM) contenant 10% de sérum de veau foetal, 1% d'antibiotique 
(streptomycine O.Ol'ïo, pénicilline 100 U/ml) et 2% de fongizone 
(amphotéricine B, 2.5 µg/ml). La transfection est effectuée selon la 
méthode de Stow et Wilkie (1976). Brièvement, on ajoute à l'ADN 
recombinant 0.45 ml d'ADN de thymus de veau à une concentration de 10 µg 




, 5.5 mM 
glucose, 20 mM Hepes (pH 7.05)), 0.1 ml d'aprotinine et 35 µl de CaC1 2 2 
M. Après agitation vigoureuse, on laisse le précipité se former pendant 
10 minutes à la température de la pièce. Celui-ci est resuspendu et 
versé dans un pétri de 60 mm préalablement vidé de son milieu et 
contenant approximativement 500,000 cellules. Après 30 minutes à 37°C, 
on ajoute 5 ml de DMEM complet et les boites sont incubées à 37°c 
pendant 5 à 6 heures dans une atmosphère contenant 5% co
2
. Les cellules 
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sont lavées une fois avec du DMEM et on ajoute 1 ml de DMEM contenant 
20% de DMSO durant 40 secondes. Les cellules sont ensuite rincées 
rapidement 3 fois avec du DMEM complet. On ajoute 5 ml de milieu et on 
incube les boîtes pendant 36 heures à 33°C (co2 10%). Après 
trypsinisation, les cellules sont distribuées à raison de 50,000 
cellules par pétri de 60 mm et incubées à 39°C pendant 10 jours (co2 
10%). Les foyers sont prélevés après 2 à 3 semaines. 
2. Cellules de rat primaires. 
Préparation des cellules. 
Les embryons de rat Fischer de 15 jours sont lavés trois fois 
dans une solution de Tris-salin, coupés et trypsinisés avec de la 
trypsine 0.06/o (75 ml Tris-salin+ 25 ml trypsine 0.25/o) à 37°C, avec 
agitation constante pendant 20 minutes. Les cellules sont filtrées à 
travers une gaze et sont recueillies dans du sérum de veau foetal pur 
(30 à 50 ml). Après centrifugation à 1800 rpm pendant 10 minutes, les 
cellules sont comptées au bleu de trypan (1 :3). On ensemence 3 X 106 
cellules par pétri de 60 mm dans du DMEM complet avec 10% de sérum de 
veau foetal et on incube à 37°C pendant 20 à 24 heures, jusqu'à ce que 
les cellules aient atteint 30 à 50% de confluence. 
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Transfection des cellules primaires (Wigler et al., 1978). 
Le milieu est changé 4 heures avant la transfection. Dans un 
tube eppendorf, on met 250 µl de Hebs 2X (50 mM Hepes (pH 7.12), 280 mM 
NaCl, 1.5 mM Na 2HP04 ). Dans un autre tube, on ajoute à l'ADN recombinant 
(8 µg dans 12 µl TE (1 mM Tris (pH 8.0), 0.1 mM EDTA)), 175 µ 1 d'ADN de 
thymus de veau (10 µg dans 175 µl TE 1/10) et 63 µ 1 CaC1 2 lM. La 
solution d'ADN est ajoutée pendant 30 secondes dans la solution de Hebs 
2X, avec agitation constante produite en introduisant lentement des 
bulles d'air (bubbling). Après 30 minutes à la température de la pièce, 
le précipité est ajouté à une boîte de 60 mm contenant 5 ml de DMEM avec 
10% de sérum de veau foetal. Les cellules sont incubées à 37°C pendant 
24 heures et ensuite divisées de façon à avoir une confluence de 20 à 
30%. Pour l'essai d'immortalisation, on applique la sélection au G-418 
(Gibco) après 18 heures à 37°C, en remplaçant le milieu avec du DMEM 
complet contenant 400 µg/ml de G-418. Le milieu est changé tous les 5 
jours et les clones sont recueillis après 3 à 4 semaines. L'expression 
de la phosphotransférase de Tn5 confère aux cellules la résistance à 
l 'aminoglycoside toxique G-418 (Southern et Berg, 1982). Les clones 
résistants sont choisis sans tenir compte de leur morphologie dans la 
2 mesure du possible, et passés dans un puits de 1.67 cm de surface 
(Linbro, Flow Laboratories) contenant 1 ml de DMEM complet avec 400 
µg/ml de G-418. Les cellules ayant atteint la confluence sont passées 
1:5 pendant au moins 10 passages, pour s'assurer de leur immortalité. 
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IV. Vérification du potentiel tumorigène de l'ADN recombinant. 
Dans le but de vérifier l'activité biologique des recombinants, 
on injecte de façon sous-cutanée dans le cou de rats Fischer nouveau-nés 
(Charles River, Canada Inc., CDF (F-344) Cr IBR), 2 µg d'ADN linéarisé à 
l'aide d'enzymes de restriction et dilué dans 50 µ 1 de PBS 
(phosphate-buffered saline). Les animaux sont observés régulièrement 
pendant 5 mois. 
Pour évaluer la tumorigénicité des lignées cellulaires 
transformées, les cellules sont recueillies par trypsinisation. 104 à 
5 
10 cellules lavées et resuspendues dans 0. 05 à 0 .1 ml de PBS sont 
injectées à un seul site d'injection sous-cutanée dans de jeunes rats 
Fischer ou des souris nues. Les animaux sont observés à toutes les 
semaines pendant 1 à 2 mois. 
V. Détermination de la séquence nucléotidique. 
Le fragment d 'ADN à séquencer est marqué à ses extrémités à 
l'aide de la transférase terminale (Amersham) et d'un [a - 32P] ddATP 
(Amersham) (Yousaf et al., 1984). Brièvement, le mélange réactionnel 
2 [~_32P] contient 1 5 µCi de u ddATP, environ 10 pmoles d'extrémités 5' ou 
3' et 10 U de transférase terminale dans un volume final de 50 µ 1. Le 
tampon contient 140 mM de cacodylate de sodium (pH 7.2), 1 mM CoC1
2
, 0.1 
mM OTT. La réaction est effectuée à 37°c pendant 1 heure et est arrêtée 
par l'addition de 5 r-J. EDTA 0.2 M. Après av9ir complété le volume à 200 
µ 1 avec du TE, on fait une extraction avec un volume de 
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chloroforme-alcool isoamylique 24:1. Le fragment est ensuite précipité à 
-20°C avec 2 volumes d'éthanol en ajustant la concentration en NaCl à 
0.2 M. Après centrifugation, il est digéré avec un enzyme de restriction 
pour éviter le double marquage. Le fragment marqué est isolé et séparé 
des triphosphates libres sur gel de polyacrylamide à 4% et extrait du 
gel selon la méthode utilisée par Céline Gélinas (1984). Le fragment est 
ensuite séquencé par dégradation chimique selon la technique de Maxam 
et Gilbert (1980) avec les modifications telles que décrites par Céline 
Gélinas (1984). 
VI. Analyse des antigènes T dans les cellules transformées. 
1. Immunofluorescence (Basilico et al., 1970). 
On ensemence les cellules sur une lame porte-objets. 
Lorsqu'elles ont atteint 30 à 40 % de confluence, elles sont lavées au 
PBSA et ensuite fixées dans un mélange acétone-méthanol 2:1 pendant 15 
minutes à -20°C. Après avoir séché 30 minutes à la température de la 
pièce, les lames sont rincées au TBS (25 mM Tris-Cl (pH 7.5), 0.5 mM 
MgC1 2 , 0.14 M NaCl, 5 mM KCl, 0.7 mM Na 2 HP04 , 0.7 mM CaC1 2 ). Sur chaque 
zone de croissance choisie, on ajoute une goutte d 'antisérum de rat 
(anti-T) dilué 1:10 avec du TBS et on incube 45 minutes à la température 
de la pièce dans une atmosphère humide. Les lames sont lavées trois fois 
dans du TBS. Après avoir séché le contour du champ, on ajoute une goutte 
d'antisérum (anti-rat IgG) marqué à la fluorescéine (Miles) dilué dans 
du TBS (1:60). Après une incubation de 45 miryutes à la température de la 
pièce, les lames sont lavées trois fois avec du TBS. On ajoute alors une 
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goutte de glycérol-TBS (1:1) et on couvre avec une lamelle. Les lames 
sont observées avec un microscope à fluorescence et peuvent être 
conservées à 4°C à l'obscurité. 
2. Immunoprécipitation (Schaffhausen et Benjamin, 1979, 1981). 
Cette technique permet d'immunoprécipiter les antigènes 
tumoraux des cellules transformées marquées à la [ 35 s]-méthionine. Les 
cellules à 80% de confluence dans une boîte de 60 mm sont lavées 2 fois 
avec une solution de PBS+ (0.17 M NaCl, 3.3 mM KCl, 0.01 M Na 2HP04 , 1.8 
mM KH 2Po4 , 5 mM MgC1 2 , 7 mM CaC1 2 , pH 6. 8). Elles sont marquées pendant 
90 minutes à 37°C dans 1 ml de milieu Hanks (Flow) contenant 100 µCi de 
[35s] , h" . -met ion1ne (Amersham). Les cellules sont d'abord lavées avec 5 ml 
de PBS+ froid, ensuite avec le tampon de lavage pH 9.0 (20 mM Tris (pH 
9.0), 137 mM NaCl, 0.92 mM CaC1 2 , 0.49 mM MgC1 2 ). Après avoir bien 
enlevé le tampon de lavage, on extrait les antigènes T avec 1 ml de 
tampon d'extraction TEB pH 9.0 (89 ml de tampon de lavage, 10 ml de 
glycérol et 1 ml de NP40). Les pétris sont agités toutes les 5 minutes, 
pendant 20 minutes à 4°C. Les extraits sont alors transférés dans des 
tubes eppendorf et centrifugés pendant 5 minutes à 4°c. Le surnageant 
est recueilli dans un tube conique de 15 ml (Sarstedt). On ajoute 10 µ 1 
de sérum anti-T et 30 µ1 de protéine A-sépharose 50% V/V (Pharmacia) 
préalablement hydratée et lavée 6 fois dans de l'eau bidistillée à 4°c. 
La réaction se poursuit pendant 40 minutes, en agitant les tubes 
régulièrement sur la glace afin de garder la protéine A-sépharose en 
suspension. Afin d'éliminer les protéines .marquées non-spécifiques à 
l'antisérum, on lave 2 fois avec 5 ml de PBS+, 2 fois avec 5 ml de la 
solution de lavage au LiCl pH 9.0 (0.1 M Tris (pH 9.0), 0.5 M LiCl) et 
une fois avec 5 ml d'eau distillée. Chaque lavage est suivi d'une 
centrifugation à 4°C jusqu'à ce que la vitesse atteigne 2000 rpm (RC-4, 
Sorvall). Le culot est enfin resuspendu dans 40 µ 1 de tampon de 
dissociation (5% (W/V) de SDS, 5% (V/V) de 2-mercaptoéthanol, 20% (V/V) 
de glycérol, 125 mM Tris-Cl (pH 6.8), 0.0075/o (W/V) de bleu de 
bromophénol). Le tampon de dissociation ne doit être ajouté qu'au moment 
où les échantillons sont prêts à être bouillis, puisque la présence de 
SDS augmente la susceptibilité des protéines aux protéases. Les 
échantillons sont alors bouillis pendant 2 minutes et déposés sur un gel 
de SDS-polyacrylamide à 10% ou 12.5% (Laemmli, 1970). 
L'électrophorèse se fait à 50 volts durant la nuit. Le 
lendemain, le gel est fixé pendant 30 minutes dans une solution 
contendnt 5/o (V/V) de méthanol et 7.5/o (V/V) d'acide acétique. Le gel 
est ensuite trempé dans une solution d'Amplify (Amersham) pendant 30 
minutes avec agitation constante, à la température de la pièce, séché 
sous vide, puis exposé à -70°C sur un fi lm Kodak XAR-5 ou Cunix RPl 




Complémentation entre le gène î moyen de polyome et d'autres oncogènes 
dans la tumorigénèse. 
Le gène T moyen (pmt) est suffisant à la transformation de 
cellules en culture (Treisman et al., 1981a). Il ne peut pas induire de 
tumeurs une fois injecté à des rats nouveau-nés mais il est tumorigène 
chez le hamster aprèE une période de latence de plus de 5 mois (Figure 
3) (Asselin et al., 1984). En collaboration avec Céline Gélinas, nous 
avons montré que le phénotype de cellules de rat FR3T3 transformées avec 
le gène pmt était variable (Asselin et al., 1983). Certaines lignées, 
comme MT3-9, croissent à haute densité même à faible concentration de 
sérum (0.5".0 (Figure 4) et sont très tumorigènes, à la fois chez les 
rats Fischer et les souris nues (Tableau 1). La plupart des lignées 
(9/10) n'atteignent pas de hautes densités de saturation mais s'arrêtent 
à confluence dans 0.5% de sérum (Figure 4, MT3-4) et sont peu 
tumorigènes (Tableau 1, Figure 5). L'autre extrême est démontré par la 
lignée cellulaire MT3-8. Celle-ci ne pousse pas à faible concentration 
de sérum (Figure 4), comme une lignée non-transformée, et est très peu 
tumorigène chez la souris nue ( 1 tumeur sur 17 après 2 mois, Figure 5). 
Ces résultats indiquent que des fonctions autres que celles exprimées 
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FIG . 3 . Activité tumorigénique des ADNs recombina nts . (A) Des rats 
nouvea u-nés ont été i nj ectés avec 2 µg d'ADN plasmidique linéaire; (B) 
des hamsters nouv e au-nés ont été inoculés avec 2 µg d ' ADN plasmidique 
linéaire . pPA8 (0) et pMTJ ( ~ ) ont été co upés par Hindlll; pPB21 ( • ) a 
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FIG . 4 . Croissance de certaines lignées transformées représentatives de 
polyome à haut e et faible concentration de sérum. Les cellules ont été 
distribuées à un e dens ité de 5 X 104 cellules par pétri de 60 mm dans du 
DMEM contenant lOi'o ( D ) ou 0 . 5/0 ( V ) de sérum de veau foetal. Aux temps 
indiqués, les cellules ont été trypsinisées et comptées . 
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TAB LEAU 1 . Transplantation de cellules transformées par l'ADN du virus 
du polyome . 
Nombre de tumeurs 
Rats Fis cher Souris nues 
Li gnée Nombre de 
cellulaire a 4 104 5xl04 4 104 passages 5xl0 2x10 
PA8 - 2 4/18 10/10 13/27 
PA8-3 6/10 7/24 8/8 5/6 
PA8 -1 6 ( 9) 5/6 
PA.8-18 ( 9) 5/5 
PA8-13 (10) 3/5 
MTJ- 9 ( 8) 10/ 11 9/9 
l:-ITJ-4 (10,14) 0 / 5 0/17 6/21 2/8 
MT3-8 (8,12) 0/7 0/6 0/17 
MTJ-3 (10) 3/10 
MSTl0-1 (7,11) 22/24 3/8 10/10 
~ISTl 0-2 (8,11) 4/14 3/3 4/4 
MSTl0- 3 (9,10) 5/6 5/5 4/4 
MLT9-l ( 8) 4/5 7 /7c 
l:-lLT9-3 ( 9) 4/5 5/5c 
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aLes cellules de la ser1e PA8 ont ete transformées avec le pl asmide 
pP~8 . Les lignées ce llulaires PA8-2 et PA8- 3 ont été inj ec tées entre le 
10 et le 15 passage . Les cellules de la séri e MT3 ont été transformées 
avec pMT3, le clone T mo yen . Les cellules de la série MSTlO ont été 
tr a nsformées avec pMSTlO, le clone T moyen li é à l a r égion encodant 
l' antigène petit T de polyome . Les cellules de la série MLT9 ont été 
transformées avec pMLT9, le clone T moyen lié à l a région encodant 
l'antigè ne grand T de polyome . Le nombre de passages des lignées 
cellulaires analysées, s'il est connu, est indiqué e ntre parenthèses. 
b . Des Jeunes rats Fischer adultes e t des souris nues ont été inj ec tés de 
façon sous-cutanée dans les flancs avec .le ' nombr e indiqué de ce llules 
transformées dans 0 . 1 ml de PBS par anima l. 
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FIG . S . Transplantation de certai nes lignée s transformées 
représentat ives de pol y ome dans les souris nues . La quantité de c e llul es 
indiquée , resuspendue da n s 0 . 05 à 0 . 1 ml de PBS, a été i n jec t é e à un 
seul site sous-cutané . Les cellules ont été considérées tumorigè nes 
qua nd un nodule palpab l e est a pparu au site d'inoculation. (A) 2 X 104 
cellules pPA8; (B ) 5 X 104 cellu l es MT3; (C) , 2 X 104 cellules MSTlO; (D) 
5 X 10
4 
cellu l es MSTlO; (E) 5 X 104 ce llules MLT9 . 
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Dans le but de définir les fonctions qui peuvent complémenter 
le gène pmt dans la tumorigénèse, nous avons construit divers 
recombinants en suppléant différents oncogènes viraux ou cellulaires au 
gène pmt. Nous avons évalué leur potentiel tumorigène en injectant l'ADN 
à des rats nouveau-nés ou en mesurant la croissance à faible 
concentration de sérum et la tumorigénicité de cellules transformées in 
vitro. 
I. Complémentation avec des séquences encodant des fragments de 
l'antigène grand Tou l'antigène petit T du virus du polyome. 
Des observations récentes ont montré que la région N-terminale 
du gène grand T (plt) était essentielle au maintien de l'état transformé 
dans des lignées cellulaires obtenues par infection de cellules FR3T3 
avec le mutant ts-A du virus du po1yome (Rassoulzadegan et al., 1981, 
1982). Ces résultats suggèrent la possibilité qu'une fonction exercée 
par l'antigène grand Test nécessaire à la tumorigénèse. Pour déterminer 
1 'importance du grand T dans la tumorigénèse, nous avons essayé de 
restaurer le potentiel tumorigène de pMT3 (gène pmt) par coinjection de 
séquences d'ADN encodant divers produits de la région précoce de 
polyome. Les séquences codant pour l'antigène grand T ont été fournies 
par le gène plt dans pPyLTl (Treisman et al., 198lb) et par le mutant 
hr-t NG-18, avec une délétion de 187 pb qui enlève une partie de la 
région encodant les antigènes petit T et T moyen et change le cadre de 
lecture en aval de la délétion (Benjamin et al., 1979). Nous avons 
inséré le fragment BamHI des deux génomes dans le site BamHI de pMT3, 
~- . 
dans une orientation tête-à-queue, pour donner pMLT9 et pMLTl (Figure 2, 
9). Pour suppléer le gène pmt avec 25% de la région N-terminale de la 
protéine grand T, nous avons cloné une molécule défective du virus du 
polyome, pHdf55 (Parent et Bastin, 1981), dans le site HindIII de pMT3, 
pour donner le plasmide pMSTlO (Figure 2). La molécule défective 
consiste en une copie répétée en tandem de la partie 5' de la région 
précoce, capable d'encoder 2 copies complètes de l'antigène petit T et 
des portions des antigènes T moyen et grand T. Cette molécule a été 
choisie parce qu'elle est incapable de transformer des cellules in vitro 
(Parent et Bastin, 1981) ou d'induire des tumeurs chez les rats (Tableau 
2), et parce qu'elle contient un signal de polyadénylation du gène plt à 
25.7 m.u. (Soeda et al., 1980) qui peut être important pour l'expression 
des gènes viraux. 
Les résultats du Tableau 2 montrent que pMLT9 et pMSTlO sont 
tumorigènes. Le fait que pMLî9 donne 4 tumeurs sur 12 animaux injectés 
peut laisser supposer qu'il y a complémentation entre les antigènes T 
moyen et grand T dans la tumorigénèse. Cependant, quand les cellules 
tumorales ont été analysées pour la présence des antigènes T, nous nous 
sommes aperçus qu'une des lignées cellulaires tumorales MLT9 (MLT9tl) 
produisait du petit T (Figure 6). Etant donné que pMLT9 n'encode que les 
gènes pmt et plt, la seule explication pour la présence de petit T dans 
la lignée tumorale est que celui-ci est le résultat d'une recombinaison 
homologue entre les gènes pmt et plt du plasmide, pour reconstituer le 
génome de type sauvage. Suite à ce résultat, nous avons injecté le 
recombinant pMLTl qui encode aussi les antigènes p 1 t et pmt et qui ne 
peut pas reconstituer de gène petit T par recombinaison. Des injections 
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TABLEAU 2 . Pouvoir transformant et tumorigène d 'ADNs recombina nts du 
virus du po l yome . 
Transforma tion 
Plasmidea in vitro 
(Foye rs/pét ri)b 
pP A8 30,38,12 (100%) 
13,15,20 
pMT3 5,6,3,4 ( 18/o) 
2,3,5 
pM STlO 3,4,6,3 (18/o) 
4,5,2 
pMLT9 20,13,20 ( 78/o) 
19,12 
bc10 51 
pHdf5 5 o,o,o,o ( Oi'o) 
Control o,o,o,o (0%) 
o,o,o,o 
Tumor igénic ité 
(nb tumeurs/nb rats 
inoculés)c 
24/56 (42 . 8/o ) 
0/58 ( Oi'o) 
7/1 3 (53.8%) 
4/12 (33 . 3/o) 
7/2 0 ( 3 5. Oi'o) 
0/23 ( Oi'o) 
0/10 ( Oi'o) 
apPA8 est un plasmide qui contient l e plus grand des deux fragm e nts 
Hind lll (44 . 6-1 . 8 m. u . ) de l'ADN de A2 cloné dans pBR322 . Il con tient la 
région encoda nt les antigènes pe tit T e t T moyen ainsi que l a portion 
N-terminale de l'antigène grand T . pMT3 est un plasmide dérivé de pPyMTl 
(Figure 2) qui encode s euleme nt l' a ntigène T moyen . pMSTlO est un 
pl asmide hybride contenant le gène T moyen lié à la région encodant 25% 
de la région N-terminal e de l ' antigène grand T et l'an tigè ne petit T 
(Figure 2) . bc1051 port e un génome modifié de polyome incapable 
d'exprimer l'antigène grand T (Nilsson et Magnusson, 1983) . pMLT9 
conti ent l e gène T moyen lié au génome du mut a nt hr-t NG-18 (Figure 2) . 
bUne concentration d'ADN non-saturante équivalente à 0 . 2 µg de l a région 
encodant l'antigè ne T moyen a été utilisée . 
cDes rats Fischer âgés d ' un jour ont été inoculés de façon sous-cutanée 
dans l e cou avec 2 µg d ' ADN (dans 50 µl de PBS). pPA8 a été digéré avec 
Hin dlll et BamHI. pMT3 et bcl051 ont été digérés par Hindlll, pMSTl O par 






















FIG. 6. Protéines virales synthétisées par les lignées cellulaires 
tumorales MLT9 et MSTlO. Les lignées cellulaires désignées MSTlOtl, 
MST10t2, et MST10t3 proviennent de tumeurs in.dépendantes. Les lignées 
MLT9tl et 22tl ont été induites respectivement, par l 'ADN de pMLT9 et 
l'ADN cloné de A2. Les cellules ont été marquées à la [ 35s]-méthionine 
(0.3 mCi par boite) pendant 4 heures à 37°C. Les protéines ont été 
extraites, précipitées avec un sérum anti-T de polyome et séparées sur 
gel de polyacrylamide-SDS 10%. Les flèches indiquent les positions des 
antigènes T moyen ( 56K) et petit· T ( 22K). N, sérum non-immun; T, sérum 
immun. L'identification de la protéine de 56K. dans les lignées 
transformées a été établie en marquant la protéine T moyen in vivo au 
32 [ P] et en la cartographiant par "peptide mapping" (Gélinas et Bastin, 
Virology, in press). 
répétées de ce recombinant hybride dans des rats nouveau-nés n'ont pas 
induit la formation de tumeurs (0/39). Cela suggère donc que le gène plt 
de polyome ne peut pas complémenter le gène T moyen in vivo. 
Rassoulzadegan et al. (1982) ont rapporté que le défaut de 
croissance à faible concentration de sérum de lignées FR3T3 n'exprimant 
que l'antigène T moyen pouvait être complémenté par la totalité de la 
protéine grand T ou par sa région N-terminale (40%). De la même façon, 
le cotransfert d'ADN encodant la protéine grand T ou sa région 
N-terminale complémente le gène pmt dans la transformation de cellules 
FR3T3 dans un milieu à faible concentration de sérum. Les transformants 
obtenus étaient indépendants de facteurs de croissance exogènes pour 
l'expression du phénotype transformé. Pour vérifier si de telles 
propriétés pouvaient être acquises par des cellules transformées avec 
les recombinants pMLT9 et pMSTlO, nous avons examiné les 
caractéristiques de croissance de certains transformants à haute ou 
faible concentration de sérum. La transformation avec l 'ADN de type 
sauvage pPA8 (Figure 2) permet aux cellules d'atteindre une haute 
densité de saturation à 10% et 0.5% de sérum (pPA8-17, Figure 4). Les 
colonies transformées avec les plasmides pMLT9 et pMSTlO ont été 
choisies au hasard et leurs caractéristiques de croissance analysées. 
Les cellules transformées par les gènes pmt et plt (cellules MLT9) n'ont 
pas nécessairement acquis la propriété de croissance à faible 
concentration de sérum (Figure 4). L'une des 3 lignées MSTlO analysées, 
MSTl0-1, a montré une assez bonne croissance dans 0.5% de sérum mais pas 
les 2 autres lignées, MSTl0-2 et MSTl0-3. Cependant, toutes les lignées 
cellulaires MLT9 et MSTlO étaient plus tumorigènes que les lignées 
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transformées seulement avec le gène T moyen (Figure 5, Tableau 1). Les 
tumeurs sont apparues plus rapidement, presqu'en même temps que celles 
obtenues avec les cellules transformées par pPA8 (Figure 5). 
Nous avons aussi transformé 
nous avons vérifié la présence 






immunofluorescence dans 3 lignées cellulaires MLTl. Seulement une de ces 
1 ignées (MLTl-3) montre une fluorescence nucléaire intense (Figure 7). 
Ceci indique que les cellules expriment l'antigène grand T très 
efficacement. Au contraire des 2 autres lignées (MLTl-1 et MLTl-2), les 
cellules MLTl-3 atteignent une haute densité de saturation à 0.5/o de 
sérum et sont très tumorigènes une fois transplantées dans des rats 
Fischer (Tableau 3). Ces résultats suggèrent que la dépendance de 
croissance à faible concentration de sérum et la tumorigénèse peuvent 
être complémentées par l'expression de l'antigène grand T même si 
celui-ci ne peut complémenter le gène pmt dans la tumorigénèse in vivo. 
II. Complémentation par l'antigène petit T. 
La structure de pMSTlO prédit que les tumeurs induites par ce 
recombinant peuvent produire 1 1 antigène petit T. Pour vérifier si la 
complémentation peut vraiment être exercée par le petit T, nous avons 
évalué les propriétés tumorigéniques du mutant bcl051. A cause d'un 
changement de base (G +A) au nucléotide 410, qui empêche l 'épissage de 
l'ARNm de l'antigène grand T, ce mutant n'exprime pas l'antigène grand T 
mais produit les antigènes T moyen et peti.t T (Magnusson et Nilsson, 
1983). Nous avons été surpris de constater que l'injection du mutant 
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FIG. 7. Détection de l'antigène grand T de polyome par 
immunofluorescence . (a) MT3-9 . (B) MLTl-l a . (c) MLTl-2. (d) MLTl -3. 
) 
Grossissement: 400 X 
TABLEAU 3. Propriétés des lignées ce l lulaires transformées . 
Vit e sse de 
croissance (h) 
De nsité 
de satu ration 
(cel l ules x 10-3 /cm2) 
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Nb tumeurs 
Rats Fischer Souris nues 
Plasmide 
Lig née 
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aLes cellules de l a série MT3 ont été transformées par pMT3, le clone T 
mo ye n. Les cellules de la série pPA8 ont été transformées par pPA8, le 
pl as mide portant l e génome de typ e sauvage du virus du polyome . pMLTl 
contient l e gène T moyen lié au gène grand T de polyome . pMLT9 conti e nt 
l e gène T moyen li é à l' ADN de NG-18. pMSTl contient l e gène T moyen lié 
au gène pet it T de polyome . bcl0 51 est un génome modifié e ncodant les 
antigène s pe tit T et T mo ye n . pMSV2 contient le gène T mo yen lié à l'ADN 
de ~2005. pMSVl-a co nti ent l e gène T moyen lié à la région proximale de 
1 ' ADN de SV40 . pMSV2-a conti e nt l e gène T moyen l ié à l a région 
pr oximale de l'ADN de ~2 005 . 
bLes jeune s rats Fischer adultes et les souris nues 
f aço n sous-cutanée dans l es flan cs avec l e nombre 
tra nsformées resusp e ndu e s dans 0.1 ml de PBS . 





bc1051 à des rats nouveau-nés produisait des tumeurs avec une efficacité 
comparable à celle de l'ADN de type sauvage (Tableau 2, Figure 3). Nous 
avons vérifié la présence des antigènes T moyen et petit T dans les 
lignées tumorales induites par pMSTlO et bc1051. Les tumeurs, de près de 
2 cm de diamètre, ont été extraites et les lignées cellulaires MST10t1 à 
MST10t4 et bc1051t1 à bc1051t3 ont été établies et clonées. Nous avons 
marqué les cellules à la [ 35 s]-méthionine et les protéines précipitées 
par le sérum anti-T de polyome ont été séparées sur des gels de 
polyacrylamide-SDS. La figure 6 montre que les trois lignées tumorales 
MST10t1, t2 et t3 expriment les antigènes petit T et T moyen de polyome. 
L'une des lignées, MST10t3, produit aussi un polypeptide supplémentaire 
qui pourrait être une forme tronquée des antigènes T moyen ou grand T. 
De plus, toutes les tumeurs induites par l 'ADN de bc1051 expriment les 
protéines petit T (22K) et T moyen (56K) (Figure 8). Ces résultats 
démontrent que l'antigène petit T du virus du polyome r .t complémenter 
le gène pmt dans la tumorigénèse in vivo. 
Nous avons signalé plus haut que les cellules transformées avec 
le gène pmt avaient un phénotype variable, allant d'un état normal à un 
état très transformé. Par ailleurs, nous avons noté une corrélation 
entre la capacité des cellules à croitre à faible concentration de sérum 
et celle d'induire des tumeurs dans les souris nues et les rats Fischer 
(Asselin et al., 1983). Nous avons aussi observé que les lignées 
cellulaires capables de croitre à faible concentration de sérum étaient 
toujours très tumorigènes. Toutefois, l'inverse n'est pas vrai. Nous 
avons analysé le phénotype de cellules transformées avec pMSTl, un 
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FIG . 8 . Protéines virales synt hétisées par des lignées ce llu laires 
tumoral es représentatives . MTJ-4 est dérivé de cellules FR3T3 
transfectées avec pMT3 (T moyen seulement) . 105ltl et 105lt2 sont de s 
lignées cellulaires tumorales induites par injection de l'ADN de bc1051 
(T moyen et petit T) dans des rats nouveau- nés . Les flèches i ndiquent 
l es positions des antigènes T moyen (56 K) et petit T (22 K) de po l yome . 
MSV2tl et MSV2t2 sont des lignées ce ll u l aires tumora l es induites par 
pMSV2 (T moyen de polyome +grand T de SV40) . MSVltl, t2, et t3 sont des 
lignées cellulaires tumorales induites par l ' ADN de pMSVl (T moyen de 
polyome +a ntigènes petit Tet grand T de SV40) . La lignée MSVlatl a été 
induit e par pMSVl-a ( T moyen de polyome avec l a moitié de la reg1on 
précoce de SV40). Les f l èches indiquent l a position de l' antigè ne gra nd 
T de SV40 (94K), l'a ntigène tumoral p53 (53K), l ' antigène T moye n de 
polyome (56K) es~ 'antigène petit T de SV40 (20K) . Les cellule s ont été 
marqué es à la [ S]-méthionine (0 . 3 mCi par boît e) pendant 4 heures à 
37°C . Les protéines ont été extra it es , précipitées avec le sérum anti-T 
de SV40 ou de pol yome et séparées sur gel de polyacrylamide-SDS 12.5%. 
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FIG . 9 . Diagramme des séquences de polyome et SV40 liées au gène T 
moyen de polyome. Chaque génome a été digéré avec BamHI et inséré dans 
l e site BamHI unique de pMT3 . Les reg1ons hachuré es dans pMT3 
représentent la région encodant l' antigène T moye n de polyome . Les ARNm 
des ant ig è nes petit T et grand T de polyome et de SV40 sont indiqués. 
Les l ignes déviées v er s le haut représentent l es introns et les fl èches 
montrent l es e xtrémités 3 ' des ARNm. Les plasmides o n t été construits à 
l'ai de des génomes suivants : pMLT9, mutant hr-t NG-18 (Benjamin et al . , 
1979); , pMLTl, pPyLTl (Treisman et al., 1981a); pMSTl, pPySTl ( Treisman 
et al., 1981a); pMSVl, souche 777 de SV40; pMSV2, mutant de délétion de 
SV40, Li2005 (Sleigh e t al., 1978); pMSVl-a, délétion dans la reg1on 
encodant l' a ntigè n e grand T de SV40 entre l es nucléotides 3733 et 2666; 
pMSV2-a , même.. délétion dans Li 2005 . Les délétions sont indiqué es par des 
régions foncées . Les cartes de restriction de polyome et de SV40 sont 
linéar isées au site BamHI . Abréviations : ~' HindIII; B, BamHI; OR, 
origine . 
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cellules de la série MSTl sont très tumorigènes une fois transplantées 
dans des souris nues ou des rats Fischer, mais elles n'acquièrent pas 
nécessairement la propriété de croissance à faible concentration de 
sérum (Tableau 3). Nous avons aussi analysé les propriétés de cellules 
FR3T3 transformées par le recombinant bcl051. Comme les cellules MSTl, 
les cellules bcl051 sont très tumorigènes même si elles ne croissent pas 
à faible concentration de sérum (Tableau 3). Donc, le gène petit T peut 
aussi restaurer le faible pouvoir tumorigène de cellules transformées 
par le gène pmt in vitro. 
III. Complémentation par les antigènes précoces de SV40 et Ad2 et par 
l'oncogène cellulaire mye. 
Il était intéressant de déterminer si la co-injection de gènes 
précoces provenant d'autres virus oncogènes à ADN pouvait complémenter 
le gène pmt dans la tumorigénèse. Nous avons construit différents 
plasmides recombinants capables d'encoder indépendamment l'antigène T 
moyen et l'un ou les 2 antigènes T de SV40. Les séquences encodant 
l'antigène grand T de SV40 ont été fournies par le mutant de délétion 
t.2005 (Sleigh et al., 1978). L'ADN de Il 2005 et celui de SV40 (souche 
777) ont été digérés avec BamHI et clonés dans le site BamHI de pMT3 
(pMSV2 et pMSVl; Figure 9). Nous avons aussi introduit une délétion dans 
le génome de SV40 (pMSVl-a) en enlevant un fragment HpaI de 1067 pb 
(3733 à 2666) (Figure 9). Cette délétion s'étend au-delà du codon de 
terminaison du gène grand T et aucun signal de terminaison ne survient 
avant le site de polyadénylation à l'extrémité 3' de l'ARNm précoce. 
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Nous avons produit cette délétion dans le génome de t.2005 de la même 
façon (pMSV2-a), ou en insérant un adapteur Xhol au site Hpal (3733) 
(pMSV2-b). 
L'injection de l 'ADN de pMSVl, portant le gène T moyen de 
polyome lié au génome de SV40, induit des tumeurs chez les rats après la 
même période de temps et aussi efficacement que l'injection de l 'ADN de 
type sauvage de polyome (pPA8) ou de bc1051 (Figure 3; Tableau 4). Ni le 
gène pmt, ni l 'ADN de SV40 ne peuvent induire de tumeurs chez le rat 
s'ils sont inoculés séparément. Le plasmide pMSV2, qui encode les 
protéines T moyen de polyome et grand T de SV40, s'est révélé actif, 
avec une efficacité plus faible et un temps de latence plus long (Figure 
3; Tableau 4). La moitié de la région précoce de SV40 (pMSVl-a) et de 
t.2005 (pMSV2-b) permet de complémenter le gène pmt dans la tumorigénèse 
mais avec une faible efficacité (1/20 et 1/19 respectivement, Tableau 
4). pMSV2-a, un plasmide analogue à pMSV2-b, s'est révélé négatif dans 
l'essai de tumorigénèse (Tableau 4). Nous avons aussi mis en évidence, 
par immunoprécipitat ion, la protéine T moyen de 56K dans les tumeurs 
induites avec le recombinant pMSV2 (Figure 8). De plus, l'antigène grand 
T de SV40 et l'antigène tumoral de 53K, p53, sont présents dans les 
cellules tumorales induites avec pMSV2 et pMSVl. L'analyse des protéines 
induites avec pMSVl (T moyen de polyome et SV40) et pMSVl-a (T moyen de 
polyome et portion N-terminale de la région précoce de SV40) a aussi 
montré la présence de l'antigène petit T de 20KD. Dans le cas de la 
lignée tumorale MSVlatl, la protéine grand T de 94K n'est pas produite 
mais on retrouve la protéine p53. Donc, l'antigène grand T de SV40, ou 
sa région N-terminale, peut complémenter l'antigène T moyen dans la 
tumorigénèse et l'antigène petit T de SV40 a un effet stimulateur. 
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TABLEAU 4 . Activ it é tumorigène des plasmide s r ecombi nants . 
Capacité codante Nb tumeurs/Nb de rats 
Plasmide (gènes précoces) ino c ulés a 
p~!T3 Py middle T 0/58 
pl-!SV l Py middl e T + SV40 larg e T & sma 11 T 8/17 
pMSV2 Py middle T + SV40 large T 3/19 
pMSVl -a Py middle T + SV40 small T & N- terminal 311 
ami no acids of large T 1/20 
pMSV2-a Py middle T + N- t e rmina l 311 amino acids of 
SV40 large T 0/20 
pMSV2 - b b Py middle T + N-t e rminal 311 ami no acids of 
SV40 large T 1/19 
p~!Ad2 Py middle T + Ad 2 ElA + ElB 2/33 --
pMAd5 Py middle T + Ad 5 ElA + ElB 1/16 
pM ElA Py middle T + Ad2 El A 2/ 23 
aDes rats Fischer âgés de un jour ont été inoculés de façon sous - cutanée 
dans le cou avec 2 µg d' ADN linéarisé (dans 50 µl de PBS ) . pMT3 a été 
digéré par Hindll l . Les plasmides de la série pMSV ont été digérés avec 
Clal ou Sall . Les plasmides de la séri e pMAd ont été digé rés par EcoRI . 
Les tumeur s ont été comptées jusqu'à 5 mois après l'inoculation . 
bP lasm ide dérivé de pM SV2 par insertion d'un adapteur Xhol de 8 pb dans 
l e sit e Hpal (373 3) . 
Nous avons aussi transformé des cellules FR3T3 avec différents 
recombinants et évalué la tumorigénicité des lignées cellulaires 
transformées. Les cellules transformées par le gène pmt lié à la 
totalité ou à la portion 5' de la région précoce de SV40 sont très 
tumorigènes chez le rat Fischer et la souris nue (Tableau 3). La 
complémentation ne dépend pas nécessairement du petit T puisque pMSV2 et 
pMSV2-a, qui ne peuvent pas produire cet antigène, donnent des lignées 
très tumorigènes. Les 3 lignées cellulaires MSV2 produisent l'antigène 
grand T de SV40 de 94K, antigène qui est absent dans les 3 lignées 
MSV2-a (Figure 10). Aucun antigène tronqué n'est visible dans celles-ci. 
Toutefois, l'antigène tumoral p53 est présent dans toutes les lignées. 
Certains laboratoires ont observé une corrélation entre un haut niveau 
de p53 et l'indépendance d'ancrage (Lane et Crawford, 1979), ce qui est 
en accord avec le phénotype tumorigène des lignées cellulaires. 
Nous avons aussi cloné dans le site BamHI de pMT3 un plasmide 
encodant la région ElA complète et une partie de la région ElB d'Ad2 
(9.1/o du génome, jusqu'au site ~II) insérées dans le site Pstl de 
pBR322. Nous avons observé un effet de complémentation avec les régions 
ElA et ElB de l'ADN d'Ad2, mais avec une faible efficacité de formation 
de tumeurs (une tumeur sur 15 à 20 animaux injectés) (Figure 3; Tableau 
4). La même efficacité a été obtenue par complémentation du gène pmt 
avec les régions ElA et ElB de l'ADN d'AdS. De plus, nous n'avons 
observé aucune différence quand le gène pmt et la région ElA et ElB 
d'Ad2 étaient co-injectés séparément ou liés sous la forme d'un plasmide 
hybride. Pour déterminer si la région ElA et ElB complète était 
nécessaire pour complémenter le T moyen de polyome, nous avons délété la 
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FIG. 10. Protéines virales synthétisées dans les cellules transformées 
avec pMSV2 et PMSV2-a.· MSV2-2 et MSV2-3 ont é t é dérivés de cellules 
FR3T3 transfectées avec pMSV2 (T moyen de polyome lié à l 'ADN de 6. 2005). 
MSV2a l et MSV2a2 ont été obtenus par transfection de cellules FR3T3 avec 
pMSV2-a (T moyen de polyome lié à la région N-terminale de l 'ADN de 
6.2005 ) . Les flèches indiquent les positions de l'antigène grand T de SV40 
( 94K) et de l'antigène tumoral p53 (53K). N, sérum non-immun ; SV, sérum 
anti-T de SV40. Les cellules on~ été marquées à la [ 35s]-méthionine (0.3 
mC i par boîte ) pendant 4 heures à 37°C, extraites et précipitées avec un 
sérum anti-T de SV40, et séparées sur un gel de polyacrylamide-SDS 
12.5%. 
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séquence codant la région ElB de pMAd2 par digestion partielle avec PstI 
(Figure 11). Le recombinant obtenu, pMElA, s'est montré aussi tumorigène 
chez le rat que pMAd2 (Tableau 4). Philip Branton (McMaster University) 
a analysé par irnrnunoprécipitation les protéines produites dans les 
tumeurs induites par l 'ADN de pMAd2. Dans les cellules MAd, seuls les 
produits de 52K et 50K de la région ElA ont été décelés (Asselin et al., 
1984). Habituellement, ce sont les produits majeurs rencontrés dans les 
cellules transformées par l'adénovirus (Rowe et al., 1984). Donc, le 
protéine T moyen peut être complémentée dans la tumorigénèse par des 
produits de la région ElA d'Ad2. 
Nous avons voulu déterminer si le gène c-myc pouvait 
complémenter le gène pmt dans notre essai de tumorigénèse. Land et al. 
(1983) ont montré que la complémentation entre c-myc et pmt pouvait 
s'exercer in vitro. Nous avons inséré dans les sites BamHI et EcoRI de 
pSVc-myc-1 (Land et al., 1983), le fragment BamHI-EcoRI de pMT3. Nous 
avons digéré le plasmide avec EcoRI et l'avons injecté à des rats 
nouveau-nés. 4 tumeurs sur 40 animaux injectés ( 10%) sont apparues. 
Toutefois, les tumeurs étaient très liquides et très différentes de 
tumeurs induites par l'ADN du virus du polyome. Donc, le gène c-myc peut 
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FIG . 11. Structure des plasmides recombinants pMAd . La région ElA + ElB 
de Ad2 (0 à 9 . li'. du génome) a été insérée dans le site Pstl de pBR322 . 
Le plasmide a été digéré avec BamHI et inséré dans le site BamHI de 
pMTJ . La région hachurée représente la séquence encodant l'an tigène T 
moyen . La ligne simple représe n te les sé qu e nces de pBR3 22 ou pAT 153 . Les 
séquences de l' ADN d'Ad2 sont indiquées par la double l igne . Les ARNm de 
ElA et ElB so nt indiqués . La région foncée montre la délétion dans pMElA 
obtenue par dige stion partielle avec PstI . ~bréviations : H, HindIII; B, 
BamHI; OR, origine . 
44 
Deuxième partie 
Immortalisation de cellules primaires de rat par des mutants de délétion 
des gènes grand T de polyome et de SV40. 
I. Détermination de la région minimale du gène grand T de polyome (plt) 
nécessaire à l'immortalisation. 
Nous avons effectué la mutagénèse à la nucléase Bal31 dans le 
gène plt de 3 plasmides différents (pMLTl, pLTl et pLT3). Nous avons 
analysé de nombreux recombinants avant de conserver certains mutants que 
nous allons décrire.; 
1. Description des mutants générés dans pMLTl. 
Le gène plt de polyome ou les premiers 42% du gène jusqu'au 
site EcoRI (1559) immortalisent des cellules primaires de rat 
(Rassoulzadegan et a 1., 1983). Dans le but de déterminer les séquences 
minimales nécessaires à l'immortalisation, nous avons introduit des 
délétions à la nucléase Bal31 dans le gène plt, après avoir linéarisé le 
plasmide pMLTl avec EcoRI (1559). Ce plasmide ne contient qu'un seul 
site EcoRI, suite à l'inactivation à la Klenow des sites EcoRI en 3' du 
gène T moyen (pmt). Le plasmide linéarisé a été traité avec 1 U de 
nucléase Bal31 pendant 15 à 120 secondes, dans des conditions qui 
délètent 180 ph/minute/extrémité bicaténaire (Maniatis et al., 1982). 
plt-65: Le mutant de délétion plt-65 conserve les site SstI (1373) et 
• 7 --
HindIII (1656). Un nouveau fragment HinfI de 490 pb remplace celui de 
704 pb (1335 à 2039) (Figure 12). Donc, la délétion de plt-65 est 
d'environ 210 pb entre les sites Sstl (1373) et Hind111 (1656) (Figure 
13) . 
plt-63: Les sites Sstl (1373) et HindlII (1656) sont délétés dans le 
mutant plt-63. Un nouveau fragment de 325 pb, au lieu de 704 pb (1335 à 
2039), apparait suite à la digestion avec HinfI (Figure 12). Le site 
Hinfl à 1269 est présent puisque le fragment de 309 pb (960 à 1269) est 
intact. Cependant, il est possible que la délétion inactive l'un ou les 
deux sites Hinfl (1287 et 1335) puisque ces fragments ne sont pas 
visibles sur le ge 1. p 1 t-63 a donc une délétion de près de 380 pb dont 
la limite en 5' du site EcoRl se situe entre Sstl (1373) et Hinfl 
(1269). En 3', la délétion va au-delà du site HindIIl (1656) (Figure 
13). 
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plt-9: Ce mutant de délétion conserve le site Hind111 (1656) mais perd 
le site Aval (1016). Les fragments HinfI de 189, 309, 18, 48 et 704 pb, 
entre les nucléotides 385 et 2039 sont délétés (Figure 12), avec 
inactivation des sites Hinfl à 960, 1269, 1287 et 1335. Un nouveau 
fragment de 580 pb remplace un fragment totalisant 1268 pb. La délétion 
de plt-9 couvre près de 690 pb entre les sites HinfI (385) et HindIIl 
(1656) (Figure 13). 
2. Description des mutants générés dans pPyLTl. 
plt-Aval: Nous avons construit un mutant de délétion en inactivant le 
site Aval (1016) à la Klenow. L'inactivation du site change le cadre de 
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FIG . 12 . Analyse de restr iction des mutants de délétion de pl t. (A) et 
(B) plt-63, plt-65 et plt-9 ont été obtenus par mutagénèse à la Bal31 à 
partir du site EcoRI de pMLTl . Le fragment BamHI des mutants a été isolé 
su r ge l d ' agarose fo ndant 1%, digéré avec Hpall et l es fragments généré s 
ont été séparés sur gel de polyacrylamide 4%. plt-63 et plt - 65 ont 
respectivement un fragment Hinfl de 325 et 490 pb au l ieu de 704 pb 
(1335- 2039) . plt-9 perd l es fragments Hinfl de 704, 309 et 189 pb, entre 
les nt 385 et 2039, et a un no uveau fragment Hinfl de 580 pb. (C) 
plt-dl97 a été obtenu de pPyLTl par mutagénès e à la Bal31 à partir du 
site Sstl . Le fragment BamHI a été isolé sur gel d ' agarose fo ndant 1% , 
digéré avec Hpall et l es fragments obtenus ont été séparés sur gel de 
pol yacry lamide 4/ • . plt -dl 97 a une délétion . de 35 pb dans le fragme nt 
Hpall de 275 pb (1213 -1 488) . 
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FIG . 13 . Carte de restriction des mu tants de délétion de plt. Les zone~ 
foncées et hachurées montrent l'ét endue des délétions . La région entre 
les nucléotide s 409 et 79 5 représente les séquences de l ' intro n qui sont 
délét ée s dans le gène plt. La grandeur approximative de la délétion, en 
paire de bases (pb), est aussi indiquée . • Abréviations : A, Aval; E, 
EcoRI; F, Hinfl; H, HindIII; P, ~II; S, Sstl . 
plt-dl97: Nous avons aussi construit un mutant du gène plt en digérant 
partiellement le plasmide pPyLTl avec SstI et en introduisant une 
délétion au niveau du site SstI (1373) avec la nucléase Ba131. Les 
conditions utilisées (0.5 U de nucléase Bal31, pendant 15 à 60 secondes) 
ont permis de déléter 78 ph/minute/extrémité bicaténaire. La digestion 
avec HpaII montre une délétion de près de 35 pb dans le fragment HpaII 
de 275 pb (1213 à 1488) (Figure 12, 13). 
3. Description des mutants générés dans pLT3 et pMT3. 
pLT3 est un dérivé de pPyLTl. Il a été obtenu par délétion des 
deux fragments HindIII. Il a donc une structure analogue à pMT3 et 
contient la région du gène plt jusqu'au sice HindIII (1656). pLT3 a été 
digéré avec SstI (1373) et traité à la nucléase Bal31 pendant 15 à 120 
secondes, dans des conditions qui délètent 107 ph/minute/extrémité 
bicaténaire. Dans tous les mutants de délétion décrits, nous avons 
conservé le site HpaII (1488) afin d'éviter le plus possible de perdre 
le signal de polyadénylation secondaire (AATAAA) de 1476 à 1481, signal 
qui peut être important dans la stabilité de l'ARNm. Nous avons cherché 
à obtenir des mutations entre les sites Aval (1016) et HpaII (1488). 
Mais, il a été difficile et même impossible d'obtenir, dans ces 
conditions, des délétions se terminant près du site Aval (1016) à cause 
de la présence de nombreuses régions riches en G-C qui ralentissent la 
progression de la nucléase Bal31. Les fragments BamHI-EcoRI (4632-1559) 
ou BamHI-HindIII (4632-1656) ont été analysés avec HpaII, HinfI et AluI. 
Nous avons obtenu trois groupes de mutants. 
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plt3-18: Le premier groupe consiste en des mutants dont la délétion se 
situe entre Hinfl (1269) et HpaII (1488). Par exemple, plt3-18 a un 
fragment HpaII de 145 pb au lieu de 275 pb (1213 à 1488) ce qui donne 
une délétion d'environ 130 pb (Figure 14). 
Le fragment Hinfl de 309 pb (960 à 1269) est intact (Figure 
15). Mias la limite de la délétion en 5' du site Sstl (1373) est 
indéterminée à cause de la présence de 3 sites Hinfl rapprochés (1269, 
1287 et 1335). Ces petits fragments ne sont pas visibles sur le gel. 
Donc plt3-18 a une délétion (dl) d'environ 130 pb entre Hinfl (1269) et 
HpaII (1488) (Figure 16). Les mutants plt3-1 (dl d'environ 100 pb), 
plt3-50 (dl d'environ 90 pb) et plt3-78 (dl d'environ 140 pb) sont dans 
ce groupe (Figure 14, 15). 
plt3-199: Le deuxième groupe comprend deux mutants, plt3-199 (dl 
d'environ 200 pb) et plt3-200 (dl d'environ 210 pb). En effet, plt3-199 
a un fragment HpaII de 75 pb et plt3-200, de 65 pb, au lieu du fragment 
HpaII de 275 pb (1213 à 1488) (Figure 14). Les sites Hinfl à 1269, 1286 
et 1335 sont inactivés et les fragments Hinfl de 309, 224, 48 et 18 pb 
(599 pb au total) sont remplacés par un fragment d'environ 380 ou 400 pb 
(Figure 15). La digestion avec Alul montre que le site Alul à 1232 est 
présent puisque le fragment Alul de 87 pb (1145 à 1232) est intact 
(Figure 15). Donc, plt3-199 et plt3-200 ont une délétion d'environ 200 
pb entre AluI (1232) et HpaII (1488) (Figure 16). 
plt3-221: plt3-221 perd deux fragments Hpa~I, celui de 275 pb (1213 à 
1488) et de 112 pb (1101 à 1213). Un fragment HpaII de 150 pb les 
49 
remplace. Le site Hpall à 1213 est donc inactivé (Figure 14). La 
digestion avec Hinfl montre deux nouveaux fragments de 250 et 120 pb 
(Figure 15). Cela veut dire qu'un site HinfI est regénéré au site de 
délétion. Ces deux fragments qui totalisent 370 pb remplacent la région 
située entre Hinfl (960) et EcoRl (1559), soit 599 pb. La délétion est 
donc d'environ 230 pb. Suite à la digestion avec Alul, nous nous sommes 
aperçus que le site Alul à 1145 était présent puisque le fragment Alul 
de 212 pb (933-1145) est intact (Figure 15). Comme le fragment HinfI 
(960) à Alul (1145) fait 185 pb, cela laisse supposer que le site Hinfl 
supplémentaire se situe entre HinfI (960) et un endroit situé près de 
250 pb plus loin, vers les nucléotides 1200-1210. En 3' du site Sstl 
(1373), la région entre EcoRl (1559) et Hpall (1488) est intacte. Comme 
le deuxième fragment Hinfl mesure environ 120 pb, cela veut dire que la 
délétion se termine vers les nucléotides 1430-1440. Donc, la délétion de 
plt3-221 couvre près de 230 pb, conserve les site Alul (1145) et Hpall 
(1488) et aurait comme limite approximative les nucléotides 1200 et 1430 
(Figure 16) . 
plt3/Aval-Sstl: Nous avons construit un autre mutant de délétion 
plt3/Aval-Sstl par digestion complète ave.c Aval (1016) et Sstl (1373) et 
traitement des extrémités cohésives à la Klenow (Aval) et à la T4 ADN 
polymérase (Sstl). Ce mutant a une délétion de 357 pb (Figure 16). 
pmt-Aval: Nous avons inactivé à la Klenow le site Aval (1016) de pMT3. 
Cette inactivation change le cadre de lecture du gène pmt en celui du 
gène plt à partir de Aval (1016). (Figure 16). 
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FIG. 14. Ana l yse de restriction des mutants de délétion de plt 3 avec 
Hp all . Les muta nt s de dél étion de pl t3 ont été ob tenus par mutagénèse à 
l a Bal31 à partir du site Sstl de pLT3 . Le fragment BamHI-HindIII a été 
isolé sur ge l d' agarose fondant 1%, digéré avec Hpall et l es fra gments 
ont été séparés sur ge l de polyacrylamide 4% . (A) et (B) Il y a une 
délétion dans l e fragmen t Hpall de 275 pb (1213 -1488 ) pour les 3 
recombinants qui montrent un nouvea u fragment de 180 pb (plt3-1), 145 pb 
(p lt3-18) et 135 pb (p lt3-7 8) . (C) plt3-199 et plt3-200 ont un nouveau 
fragment de 75 pb et 65 pb respectivement , qui remplace celui de 275 pb . 
plt3-221 perd en plus l e fragment Hpall ç.le 112 pb (1101-1213) . Un 
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FIG. 15. Analyse de restriction des mutants de délétion de plt3 avec 
Alul et HinfI. (A) Le fragment BamHI-HindIII des mutants de délétion a 
ete iso~ur gel d'agarose fondan~%, digéré avec Alul et l es 
fragments générés ont été séparés sur gel de polyacrylamide 4%. Tous les 
mutants de délétion ont conservé le fragment AluI de 212 pb (933-1145) 
et ont perdu l e fragment de 118 pb (1232-1350--r:- Seul plt3-221 p e rd le 
fragment Alul de 87 pb (1145-1232). ( B) Le fragment BamHI-EcoRI des 
mutants d~élétion a été isolé sur gel d'agarose fondant li'o, digéré 
avec Hinfl et l es fragments obtenus ont été séparés sur gel de 
polyacrylamide 4/o. Le fragment HinfI-EcoRI de 224 pb (1335-1559) est 
délété chez tous l es mutants. plt3-1, 18, 50 et 78 conservent l e 
fragme nt Hinfl de 309 pb (960-1269). Ce fragme nt est délété dans 
plt3-199, 200 et 221. plt3-199 et 200 qnt t;n nouveau fragment HinfI de 
380- 400 pb e t plt3-221 en a 2, de 250 et 120 pb. 
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FIG. 16. Carte de restriction des mutants de délétion de plt3 et pmt . 
Les zones foncées et hachurées montrent l' étendue des délétions. La 
région entre l es nucléotides 409 et 795 représente les séquences de 
l'intron qui sont délétées dans plt3, et la région entre 746 et 809 
représ e nte les séquences de l'intron qui sont délétées dans le gène pmt . 
La grandeur approximative de la délétion, en paire de bases (pb), est 
aussi indiquée . Abréviations : A, Aval; E, EcoRI ; F, Hinfl; L, Alul; P, 
HpaII; S, Sstl 
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4. Immortalisation de cellules primaires de rat avec les mutants de 
délétion de plt. 
i) Essai d'immortalisation. 
Pour évaluer le potentiel immortalisant du gène plt et de 
certains mutants de délétion, nous avons développé une méthode de 
transfection et de sélection basée d'abord sur l'acquisition d'un gène 
codant pour une aminoglycoside phosphotransférase qui permet la survie 
de cellules dans un milieu contenant un agent sélectif, le G-418 
(Southern et Berg, .1982). Nous avons utilisé des cellules primaires 
d'embryons de rat de 15 jours et effectué 6 à 9 transfections 
indépendantes sur trois lots de cellules provenant d'embryons 
différents. Nous avons fait la transfection selon la méthode de Wigler 
et al. (1978) avec 8 µg d'ADN contenant le gène plt lié au site BamHI de 
pSV2neo, dans une orientation tête-à-queue. Les cellules sont 
distribuées de façon à obtenir 20/o de confluence après 24 heures de 
culture. Elles sont ensuite traitées à la géniticine (G-418, 400 µg/ml). 
Le milieu est ensuite changé tous les cinq jours. Après 3 à 4 semaines, 
les clones résistants au G-418 sont recueillis et passés dans des puits 
de 15 mm de diamètre, à des dilutions 1:3 à 1:5, chaque fois que les 
cellules atteignent la confluence. Les cellules sont considérées comme 
immortalisées quand elles ont subi plus de cinq passages. 
Les cellules transfectées sans le plasmide pSV2neo décollent 
après 5 à 7 jours de sélection. La sélection des cellules transfectées 
avec pSV2neo se fait sur une période plus longue et est presque complète 
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après 15 jours. Le plasmide pSV2neo confère donc une résistance 
transitoire au G-418 à une bonne proportion des cellules. La sélection 
se fait plus lentement et se termine plus tardivement. Une fois que les 
cellules résistantes au G-418 ont été isolées, il s'opère une deuxième 
sélection pour des clones qui ont une capacité de croissance accrue. De 
nombreuses zones de croissance obtenues avec pSV2neo seul décollent 
après 15 jours puisque les cellules primaires ont un potentiel de 
division limitée. Cette sélection est particulièrement favorisée par le 
changement de milieu tous les cinq jours. Cela implique aussi que la 
quantité de colonies résistantes dépend de l'avantage de croissance 
fourni par le gène cotransfecté avec pSV2neo. La figure 17 montre que le 
nombre de colonies par boite varie selon le gène transfecté avec 
pSV2neo. Par exemple, pSV2neo seul donne entre 10 et 15 colonies 
résistantes par transfection, plt/neo en a de 40 à 50 et un mutant de 
plt, pltdl97/neo, qui s'est montré plus efficace dans l'essai 
d'immortalisation, en produit de 80 à 90. Il y aurait donc un lien entre 
le nombre de clones résistants qui supportent la sélection et 
l'efficacité d'immortalisation. Nous allons revenir sur ce dernier 
détail plus loin. 
L'aspect des colonies est aussi affecté par l 'ADN transfecté. 
La morphologie des colonies est plus variable et moins régulière avec 
pSV2neo qu'avec plt/neo et .Pltdl97/neo. Cette variation semble reliée à 
la capacité d'immortalisation du gène (voir plus loin). Pour que l'essai 
soit valable, nous nous sommes efforcés de choisir les colonies sans 
tenir compte de leur morphologie, dans la mesure du possible. Donc, la 
pmt plt- 3 plt - dl97 
plt-9 plt-63 
plt-65 
FIG . 17 . Coloration de cellul e s transfectées avec différents mutants de 
plt. 3 à 4 semaines après la transfection au G-418, les cellu l es sont 
fixé es a v ec un e solution de formol-s a l ine 10% e t colorées au Giemsa 
dilué 1:5. Le nombr e de colonies varie selon l'ADN transfecté, étant 
maximum avec plt-dl9 7 e t minimum avec plt-AvaI . 
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sélection s'effectue à deux niveaux, la résistance au G-418 et la 
capacité de croissance, celle-ci étant influencé~ par la qualité du gène 
cotransfecté avec pSV2neo. 
Trois à quatre semaines après la sélection, nous avons passé 
les clones et observé leur comportement. La majorité des lignées 
obtenues par transfection de pSV2neo n'a pas supporté le premier passage 
(75 lignées sur 79, 95%). Les cellules ont subi quelques divisions avant 
d'arrêter leur croissance. 3 lignées sur 79 sont entrées en crise après 
2 ou 3 passages. Les lignées obtenues par transfection du gène plt et 
ayant plus de 5 passages (39 lignées sur 114, 34%) (Figure 18) ont 
montré un potentiel de croissance illimitée et ont pu être gardées en 
culture pendant plus de 10 passages. Ces lignées ne sont jamais entrées 
en crise alors que le reste des lignées (75 lignées sur ·114, 66%) a 
arrêté de croître après 1 à 4· passages. Curatolo et al. ( 1984) ont 
montré que des cellules primaires entraient en crise avant d'atteindre 5 
passages ou 10 divisions cellulaires. Nous avons donc convenu que les 
lignées étaient considérées comme immortalisées après 5 passages. 
Comme 34% des lignées plt sont immortalisées, nous nous sommes 
demandés si le gène plt était exprimé dans toutes les lignées, qu'elles 
soient immortalisées ou non. Nous avons recueilli 22 lignées obtenues 
d'une transfection avec plt/neo et nous avons cherché à savoir, par 
immunofluorescence, si elles exprimaient l'antigène grand T dès le 
premier passage. Sur 22 lignées, i 1 y en a 6 qui présentent une 
fluorescence nucléaire manifeste (1, 2, 3, 9, 11 et 14). Les autres 
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FIG. 18 . Immor talisation de cellul e s p rimaires avec l es mut a n ts de 
délétion de plt . Les co l onies résistantes au G-418 ont été clonées, sans 
tenir compte de leur morph~logie, dans la mesure du possible, et passées 
dans des puits de 1.67 cm de surface . Les cellules ayant atteint l .a 
confluence ont ete passées 1 : 5 pen dant a u moins 10 passages, pour 
s ' assurer de l e ur immor t alité . Le s ce llul e s avec plus de 5 passages sont 
considérées immort a lisées . Le graphique montre le pourcentage de lignées 
ayant atteint plus de 5 passages, donc immortalisées, en fonction du 
nombr e de semaines après le clonage . I l e st aussi i ndi qué l e total des 
lignées immorta l isées sur le nombre total de lignée s clonées . plt-dl97 
i mmortalise deux fois mieux qu e plt . plt-63 et pltl-65 immort alisent 
aussi bi e n qu e plt3 . pm t est capabl e d ' immorta lis er à une faib l e 
fréquence . 
capacité de croissance des 22 lignées plt. Nous avons constaté 
l'immortalisation de 8 lignées (1, 2, 3, 9, 11, 17, 20, 21). Les 5 
premières lignées établies (1, 2, 3, 9, 11) ont une fluorescence 
manifeste alors que la fluorescence des lignées 17, 20 et 21 n'est pas 
évidente. La lignée 14, avec une fluorescence nucléaire importante, n'a 
pu être établie. Donc, il semble y avoir une relation entre la cellule 
qui arrive rapidement à l'immortalisation et l'expression du gène plt 
dès le premier passage (lignées 1, 2, 3, 9, 11). Mais cette relation 
n'est pas parfaite puisque les lignées 17, 20 et 21 peu fluorescentes 
sont immortalisées et que la lignée 14, qui est très fluorescente, ne 
l'est pas. 
ii) Des séquences de plt entre Aval (1016) et Sstl (1373) sont 
essentielles à l'immortalisation. 
Nous avons voulu déterminer les régions minimales du gène plt 
nécessaires à 1 1 immortalisation en utilisant l'essai biologique décrit 
précédemment. Nous avons transfecté des cellules primaires avec des 
recombinants contenant des mutants de délétion liés au plasmide pSV2neo 
dans une orientation tête-à-queue et nous avons isolé des colonies 
résistantes au G-418 afin d'évaluer leur potentiel de croissance. Les 
mutants plt-9 et plt-Aval, dont les séquences en 3' du site Aval (1016) 
sont délétées, n'immortalisent pas des cellules primaires de rat. 3 
lignées sur 148 ont atteint 5 passages après plus de 8 semaines en 
culture. Une seule de ces lignées (plt-Aval) a survécu après avoir subi 
un arrêt de croissance et une diminution de la densité cellulaire, 
suivie de l'apparition d'îlots de croissance. A chaque passage 
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subséquent, la cellule a réagi de la même façon en formant des clones. 
Ce comportement est différent de celui de cellules immortalisées avec le 
gène plt puisque, dans ce dernier cas, toutes les cellules semblent 
avoir un potentiel de croissance identique. Celles-ci ne forment pas de 
clone et ne subissent pas de crise. La lignée plt-Aval provient 
probablement d'un événement d'immortalisation spontanée. La fréquence de 
cet événement est de l'ordre de 1/148 ou 0.6%. Ces résultats suggèrent 
donc que des séquences en 3' du si te Ava I ( 1016) du gène p 1 t sont 
nécessaires à l'immortalisation. 
Le gène pl~ de polyome immortalise avec une efficacité de 34% 
(Figure 18). L'antigène grand Ta été mis en évidence dans le noyau des 
cellules immortalisées, par immunofluorescence. plt3, qui encode un 
antigène grand T tronqué, immortalise avec une efficacité moindre que 
celle de plt (18 lignées sur 108, 16.5%). Ceci est peut-être dû à la 
production d'une protéine moins stable ou moins efficace dans 
l'immortalisation que la protéine complète. Les mutants de délétion 
plt-63 et plt-65 immortalisent à une fréquence voisine de celle de plt3, 
soit 21.9% (25 lignées sur 114) et 16.7% (17 lignées sur 102) 
respectivement (Figure 18). Ces deux mutants ont des délétions entre les 
sites EcoRI (1559) et Sstl (1373) (Figure 13), ce qui implique que ces 
séquences ne sont pas essentielles à l'immortalisation. Par ailleurs, le 
mutant plt3/Aval-Sstl, qui a une délétion des séquences entre Aval 
(1016) et Sstl (1373), n'a pas immortalisé (0/72). Ces résultats 
démontrent que les séquences du gène plt entre les sites Aval (1016) et 
Sstl (1373) sont essentielles au phénomène d'immortalisation. 
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Dans le but de délimiter davantage les séquences minimales du 
gène plt nécessaires à l'immortalisation, nous avons introduit des 
délétions dans le plasmide pLT3 à partir du site Sstl (1373). Nous avons 
voulu déterminer si le domaine essentiel à l'immortalisation était situé 
dans la région unique à polyome entre les nucléotides (nt) 795 et 1264, 
ou dans la région présentant une certaine homologie de séquences avec 
SV40, entre les nt 1265 et 1373 (Soeda et al., 1980). Nous avons analysé 
les capacités d'immortalisation de 7 mutants de délétion (Figure 16) et 
avons trouvé qu'ils immortalisent avec une efficacité égale ou 
inférieure à celle de plt3 (de 3 à 15'ïo). Les différences entre les 
niveaux d' immortalisation dépendent probablement de la stabilité de la 
protéine produite. Le fait que le mutant plt3-221, dont la délétion 
commence vers le nt 1200, immortalise, suggère que le domaine 
d'immortalisation est situé entre le site Aval (1016) et le nt 
1200-1210, dans une région unique au virus du polyome et possiblement 
d'origine cellulaire (Soeda et al., 1980). De plus, ceci implique que 
seulement 27"/o de la région codante du gène plt est suffisant pour 
immortaliser des cellules primaires de rat. 
iii) Le gène T moyen (pmt) peut immortaliser à une faible fréquence. 
Le gène T moyen est incapable de transformer des cellule~ 
primaires de rat in vitro (Rassoulzadegan et al., 1982) et d'induire la 
formation de tumeurs chez le rat, mais peut être tumorigène chez le 
hamster, après une longue période de latence (Asselin et al., 1984). 
Nous avons voulu savoir si, dans l'essai d' i;nmortalisation, le gène pmt 
pouvait conférer aux cellules primaires une capacité de croissance 
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continue. 2 lignées sur 67 (3%) ont été immortalisées (Figure 18). Elles 
sont apparues aussi rapidement que les lignées immortalisées avec le 
gène plt, sans entrer en crise. L'antigène T moyen a été surtout mis en 
évidence dans le cytoplasme de la lignée 2-12 par immunofluorescence. Le 
phénotype des deux lignées est différent. La lignées 2-7 ne s'empile 
pas, la cellule reste étalée et ressemble morphologiquement à des 
cellules immortalisées avec le gène plt (Figure 19). La lignée 2-12 
s'empile, épuise rapidement le milieu et a un aspect de cellule 
transformée (Figure 19). Par contre, elle n'est pas tumorigène chez la 
souris nue, suite à l'injection de 50,000 cellules. 
Un mutant du gène pmt, pmt-Aval, dans lequel on a introduit un 
changement de cadre de lecture par inactivation du site Aval (1016) 
(Figure 16), n'immortalise pas (0/72). La mutation rétablit le cadre de 
lecture de plt en 3' du site Aval (1016). Cela laisse supposer que ces 
séquences ne peuvent complémenter celles de pmt en 5' du site Aval 
peut-être parce que la structure de la protéine est différente. Cela 
suggère aussi que le gène pmt a le potentiel intrinsèque de conférer à 
des cellules primaires de rat une capacité de croissance indéfinie par 
un mécanisme différent et moins efficace que celui du gène plt. 
iv) Un mutant de délétion du gène plt a un potentiel d'immortalisation 
accru et peut complémenter le gène T moyen dans la tumorigénèse. 
L'analyse de la carte de restriction du mutant plt-dl97 a 
démontré la présence d'une courte délétion d:environ 35 pb au niveau du 





FIG. 19. Photographies e n contraste de phase (150 X) de cel lules 
immort a 1 i sée s avec différe n t s r e combinants . . (A) Non-immorta 1 isée ; (B) 
plt - dl97; (C) plt3; (D) pmt 2- 7; ( E ) pmt 2-12; (F) 1'12005 . 
sur 83 (73.5%), donc avec une efficacité deux fois plus grande que celle 
de plt (Figure 18). On observe aussi 2 fois plus de colonies résistantes 
au G-418 en transfectant pltl-dl97neo (80-90 colonies par transfection) 
qu'en transfectant plt-neo (40-50 colonies par transfection). Nous avons 
pu mettre en évidence 1 'antigène grand T de ce mutant par 
immunofluorescence de 2 lignées immortalisées choisies au hasard. Nous 
avons alors déterminé la localisation précise de la délétion en faisant 
la séquence du mutant. Nous avons isolé un fragment AccI 
nous l'avons marqué à la transférase terminale avec un 
(368-1500) et 
32 [a- P]ddATP. 
Nous avons coupé le fragment avec Aval (1016), isolé un fragment 
AvaI-AccI (1016-1500) de près de 450 pb sur gel de polyacrylamide 4% et 
séquencé selon la méthode de Maxam et Gilbert (1980). Le mutant plt-dl97 
a une délétion en phase de 30 pb, entre les nt 1367 et 1396, qui enlève 
les 10 acides aminés suivants: Ser-Gln-Ser-Ser-Phe-Asn-Ala-Thr-Pro-Pro 
(Figure 20, 28). Cette délétion semble donc être responsable de 
l'augmentation d'activité de ce mutant dans l'immortalisation. 
Etant donné que plt-dl97 a une efficacité d' immortalisation 
deux fois supérieure à celle de plt, nous avons vérifié si ce mutant 
pouvait complémenter le gène pmt dans la tumorigénèse. Nous avons inséré 
dans le site BamHI de pMT3 le gène plt-dl97. Le plasmide obtenu, 
pMLT-dl97, a été linéarisé avec ClaI et injecté à des rats nouveau-nés. 
Nous avons été surpris de constater l'apparition de 5 tumeurs sur 7 rats 
injectés. Les tumeurs sont apparues dans un intervalle de trois mois. 
Donc, alors que le gène plt ne peut pas complémenter le gène pmt dans la 
tumorigénèse, le mutant plt-dl97, avec une délétion de 30 pb, peut le 
faire de façon très efficace. Cette complémentation semble être associée 
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FIG . 20 . Autoradiogramme de l a séquence du mutant plt-d197. Le mutant 
plt-dl97 a été digéré complètement avec AccI . Un fragment AccI 
(368-1500) a été marqué à la transférase t e rminale avec 125 µCi de 
[ ,..._32p ] ..... ddATP, redigéré av e c Aval et un fragment AvaI-AccI (1016-1500) 
de prè s de 450 pb a été isolé sur g e l de polyacrylamide 4% et séque ncé 
selon la méthode de Maxam et Gi l be rt (1977) . Les produits ont été 
séparé s sur un gel de polyacrylamide à 8%. Le s nucléotide s, qui 
r e pré s e nt e nt la limit e de l a dé l é ti on, sont indiqués. 
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II. Détermination de la région minimale du gène grand T de SV40 
nécessaire à l'immortalisation. 
1. Description des mutants de délétion du gène grand T de SV40. 
La région 5' du gène grand T de SV40 jusqu'au site HpaI (3733) 
est suffisante à 1 'immortalisation de cellules primaires de rat (Colby 
et Shenk, 1982) et peut complémenter le gène T moyen du virus du polyome 
dans la tumorigénèse (Asselin et al., 1984). Afin de définir la nature 
de la complémentation entre le gène grand T de SV40 et le gène pmt, nous 
avons entrepris de délimiter les séquences du gène grand T nécessaires à 
1 'immortalisation. Nous avons utilisé le plasmide pMSV2-b, dérivé de 
pMSV2 (Figure 9) par l'insertion d'un adapteur XhoI de 8 pb au site HpaI 
(3733) du gène grand T de SV40 (~2005). Nous avons généré des délétions 
à la nucléase Bal31 à partir du site XhoI. Dans les conditions de 
mutagénèse observées (1 U de nucléase Bal31, pendant 1 à 4 minutes), 
nous avons obtenu la disparition d'environ 184 ph/minute/extrémité 
bicaténaire. 
Xho45: Alors que ~005, le mutant de SV40 n'encodant que le 
gène grand T, possède 2 fragments HindIII, l'un de 939 pb (4002 à 5171, 
moins la délétion de 230 pb dans l'intron) et l'autre de 526 pb (3476 à 
4002), ceux-ci sont absents dans le mutant Xho45. Un fragment de près de 
1120 pb, qui comigre avec celui de 1118 pb (5171 à 1046), remplace ces 2 
fragments HindIII qui totalisent 1465 pb. Il y a une délétion d'environ 
340 pb qui inactive le site HindIII (4002) mais conserve les sites 
HindIII à 3476 et 5171 (Figure 21). Le site XhoII (4099) est cependant 
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présent. Le fragment HinfI de 766 pb (3610 à 4376) est réduit à 430 pb, 
ce qui indique que le site HinfI (3610) est conservé (Figure 21). Donc, 
Xho45 a une délétion de 340 pb entre les sites HinfI (3610) et XhoII 
(4099) (Figure 22). 
Xho3: Xho3 a un fragment HpaI de 2150 pb au 1 ieu de 2846 pb 
(2666 à 499, moins la délétion de l'intron), soit une délétion d'environ 
700 pb (Figure 20). Le site XhoII (4099) est inactivé alors que le site 
PstI (3204) est présent. La digestion avec AluI montre la délétion de 2 
fragments, l'un de 273 pb (3780-3507) et l'autre de 223 pb (4003-3780) 
(Figure 21). Comme le site XhoII (4099) est inactivé, le fragment AluI 
de 157 pb (4160-4003) est aussi délété. Toutefois, on trouve à la même 
position le fragment de 154 pb qui comigre (4314-4160), ce qui indique 
que le site AluI (4160) est présent. Comme le fragment AluI (3426) à 
HpaI (2666) de 760 pb est conservé, le site AluI (3426) est intact. Mais 
la limite de la délétion en 3' n'est pas bien définie à cause de la 
présence de plusieurs sites AluI rapprochés (3426, 3436, 3477 et 3507). 
La délétion de Xho3 enlève près de 700 pb entre les sites AluI (3426) et 
AluI (4160) (Figure 22). 
Xho24: Xho24 a un nouveau fragment HpaI de 1600 pb au lieu de 
2846 pb, donc une délétion de près de 1240 pb (Figure 21). Les sites 
XhoII (4099) et PstI (3204) sont délétés mais le site RsaI (3072) est 
conservé. 4 fragments HinfI sont délétés: 766 pb (3610-4376), 525 pb 
(2848-3373), 237 pb (3373-3610) et 83 pb (4376-4459) (Figure 21). La 
présence d'un nouveau fragment HinfI de 370,pb, qui remplace une région 
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qui comporte 1611 pb, suggère une délétion d'environ 1240 pb. La 
délétion de Xho24 se situe entre les sites Hinfl (4459) et Rsal (3072) 
(Figure 22). 
Xho35: Le mutant de délétion Xho35 a un nouveau fragment HinfI 
de 160 pb, qui comigre avec celui de 158 pb (HinfI (2824) à Hpal (2666)) 
(Figure 21). La délétion enlève les fragments Hinfl de 766 pb 
(3610-4376), 83 pb (4376-4459) et 109 pb (4459-4568). Elle inactive le 
site Hinfl à 4459, site présent dans Xho24, et s'étend entre les sites 
Hinfl (3610) et Hinfl (4568), sur près de 800 pb (Figure 22). 
Xho28: En plus d'enlever les mêmes fragments HinfI que ceux de 
Xho35, la délétion de Xho28 inactive le site Hinfl à 4568 (Figure 21). 
Le fragment Hinfl de 313 pb (4592-5135, moins la délétion de 230 pb dans 
l'intron) disparaît. Un nouveau fragment de 400 pb remplace les 1295 pb 
de tous ces fragments HinfI. La délétion d'environ 890 pb de Xho28 se 
situe donc entre les sites Hinfl (3610) et Hinfl (5135) et se rend au 
moins jusque dans l'intron (Figure 22). 
2. Immortalisation de cellules primaires de rat avec les mutants de 
délétion du gène grand T de SV40. 
i) La région N-terminale de l'antigène grand T de SV40 est suffisante à 
l'immortalisation. 
Nous avons utilisé l'essai d'~mmor,talisation déjà décrit, en 
transfectant des cellules primaires de rat avec 8 µg d'ADN contenant les 
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FIG . 21 . Analyse de restriction des mutants de délétion du gène grand T 
de SV40 . Les mutants de délétion ont été obtenus par mutagénèse à la 
Bal31 à partir du site Xhol de pMSV2-b . (A) Xho45 a été digéré avec 
Hindlll et les fragments ont été séparés sur gel d'agarose 1 . 4% . Les 2 
fragments Hindlll de 939 pb (4002 à 5171) et 526 pb (3476 à 4002) sont 
remplacés par un fragment de 1120 pb qui comigre avec celui de 1118 pb 
(5171 à 1046) . (B) Xho3 et Xho24 ont ete digérés avec ~I et les 
fragm ents ont été séparés sur ge l d ' agarose 1%. Le fragmen~ Hpal de 2846 
pb (2666 à 499) est réduit à 2150 pb pour Xho3 et 1600 pb pour Xho24 . 
(C) Le fragment Hpal de Xho3 (2666-499) a été isolé sur gel d'agarose 
fond a nt 1 i'o , digéré avec Alul et l es fragme nts obtenus ont été séparés 
sur ge l d'agarose 1 . 4% . Les fragments Alu l de 273 pb (3780-3507), de 22 3 
pb (4003 -3780) et probabl eme nt de 157"!)b (4160-4003) sont délétés dans 
Xho3. (D) Les fragm ents Hpal des différ e nts mutants ont été isolés sur 
gel d'agaros e fondant l i'o , digérés avec Hinfl e t l es fragments ont été 
séparés sur ge 1 de po lyacrylamide 4/'o . ~ fra gment Hinfl de 766 pb 
(3610-43 76) disparaît chez tous l es mutants. L ' a na lys;-des fra gments 
Hinfl des différents mutants e st donnée dans ' le t exte. 












































~ 800 pb 
Xho28 
~ 870 pb 
Carte de restriction des mutants de délétion du gène grand T 
de SV40 . Les zones foncées et hachurées montrent l'étendue des 
délétions . La région fon c ée , entr e l e s nucléotides 4917 et 4572 de 
l'intron, représent e la dél é ti on de 230 pb de ~ 2005 . La grandeur 
approximative des délétions, en paire de bases (pb), est aussi indiquée : 
Abréviations : F, Hinfl; H, Hindlll; L, Alul; 0, Xholl; T, Pstl; X, Xhol . 
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mutants de délétion insérés dans le site BamHI de pSV2neo, dans une 
orientation tête-à-queue. Nous avons obtenu plus de 250 colonies 
résistantes au G-418 par transfection de cellules primaires de rat 
avec 1'12005, qui encode 1 'antigène grand T de SV40. Les 20 colonies 
recueillies ont poussé indéfiniment en culture et possédaient un 
phénotype transformé (Figure 19). L'introduction de délétions dans le 
gène grand T résulte en une diminution considérable du nombre de 
colonies (Figure 23). 
Le mutant Xho45 immortalise 20 lignées sur 78 (26%) et Xho3, 9 
sur 57 (16%). (Figure 24). Ces résultats démontrent que les séquences en 
3' du site Xholl (4099) ne sont pas nécessaires à l'immortalisation. La 
différence d'efficacité entre Xho45 et Xho3 dépend peut-être de la 
stabilité de la protéine produite. 
Xho24 immortalise avec une efficacité de 51"lo (28 lignées sur 
55). Etant donné que ce mutant comporte la plus grande délétion, nous en 
avons déterminé la séquence selon la méthode de Maxam et Gilbert (1977). 
Nous avons extrait d'un gel d'agarose fondant un fragment Hinfl de 340 
pb entre les sites Hinfl (4459) et Hinfl (2848), marqué les extrémités à 
32 la transférase terminale avec un [a- P] ddATP, et recoupé avec Rsal 
(3072). Un fragment Rsal (3072)-Hinfl (4459) de près de 120 pb a été 
extrait d'un gel de polyacrylamide 4% et séquencé. La séquence a montré 
une délétion de 1227 pb entre les nucléotides 4407 et 3180 (Figure 25). 
La mutation change aussi le cadre de lecture: 6 nouveaux acides aminés 
(Leu-Gly-Pro-Lys-Ile-Ile) sont ajoutés avant d'atteindre un codon de 
terminaison TAA (Figure 28). Ce gène tronqué coderait pour une protéine 
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A 2005 Xho 45 
Xho 3 Xho 2 4 
FIG . 23 . Coloration des cellu l es transfectées avec différents mutants 
de délétions du gène grand T de SV40. 3 à 4 semaines a p rès l a 
transfection au G-418, l es cellu l es ont été fixées avec une solution de 
formol-saline 10% et colorées au Giemsa dilué 1 : 5 . Le nombre de colonies 
diminue grandement dès qu'une délétion est iptroduite dans le gène grand 




























Xho24(28 / 55) 
Xho 45 (20 / 78) 
Xho3(9 /57) 
4 6 8 Semaines 
FIG . 24 . Immortalisation de ce ll ules primaires avec les mut a n ts de 
délétion du gène grand T de SV40 . Les colonies résistantes au G- 418 ont 
été clonées, sans tenir compte de leur morphofogie, dans la mesure du 
possible, et passées da ns des puits de 1 . 67 cm de s urface . Les cellules 
ayant atteint l a conf luence on t été passées 1 : 5 pe n da n t au moins 10 
passages, pour s ' assurer de leur i mmortalité . Les cel lul es avec plus de 
5 passages sont considérées immortalisées . Le graphique montre le 
pourcentage de lignées ayant attei nt pl us de 5 passages , donc 
immortalisées, en fonction du nombre de semaines après le c l onage . Le 
nombre des lignées immortalisées par rapport au total des lignées 
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FI G. 25 . Autoradiogramme de la séquence du mutant Xho24 . Le fragment 
Hp a l (499-2666) du mutant Xho24 a été digéré avec Hinfl et un fragment 
Hinfl de 340 pb, isolé d'un gel d' agarose fondant 1.4/o, a été marqué à 
32 l a transférale terminale avec un [a- P ] ddATP . Ce fragment a été digéré 
avec Rsal et un fr agment Rsal -H i nf l (3072 -445 9) de près de 120 pb a été 
isolé sur gel de polyacrylamide 4% et séquencé selon la méthode de Maxam 
et Gi lbert (1977). Les produits ont été séparés sur un gel de 
polyacry l amide Bto • Les nucléoti des qui r e p_résentent la limit e de l a 
délétion, sont indiqués. 
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de 143 acides aminés, avec un poids moléculaire de 16.5 KD. Nous avons 
mis en évidence dans des lignées immortalisées avec Xho24, une protéine 
d'environ 20 KD, par immunoprécipitation à 1 'aide d'un antisérum de 
hamster contre les protéines précoces de SV40 (Figure 26). 
Afin de déterminer quelles étaient les séquences importantes à 
l'immortalisation et présentes dans Xho24, nous avons vérifié la 
capacité d'immortalisation de Xho35 et Xho28. Xho35 n'immortalise pas 
(0/81), alors que Xho28, qui a une délétion au moins jusque dans 
l'intron de grand T, immortalise avec une fréquence de 3.5% (4 lignées 
sur 114). Ces lignées ont été obtenues en même temps que celles 
immortalisées avec d'autres mutants positifs de SV40, et ne sont pas 
entrées en crise. Cependant, 3 des 4 lignées proviennent de la même 
boîte de transfection et pourraient être des clones soeurs. Ceci suggère 
que les régions du génome de SV40 qui sont conservées dans Xho28 gardent 
une capacité d' immortalisation qui est peut-être due à la présence de 
deux origines de réplication ou de deux "enhancer" de SV40 dans le même 
recombinant. Ces résultats sont à mettre en rapport avec ceux de Colby 
et Shenk (1982) qui ont rapporté que 1 'origine de réplication de SV40 
pouvait immortaliser assez efficacement des cellules primaires de rat. 
Les séquences du gène grand T en 3' de l'intron, particulièrement entre 
le site HinfI (4568) et le nt 4407 sont essentielles et augmentent de 5 
à 10 fois 1 'efficacité d'immortalisation trouvée avec Xho28. Seulement 














FIG. 26 . Protéines virales synthétisées dans une lignée immortalisée 
avec le mutant Xho24 . La lignée cellulaire Xho24 a été obtenue par la 
transfection de cellules primaires avec l e mutant de délétion du gène 
grand T de SV40, Xho24 . Les c e llules ont été marquées à la 
[Jss] , h. . -met ion1 ne (0 . 1 mCi par boîte) pendant 90 minut es à 37°C . Les 
protéines ont été extraites, précipitées avec un sérum anti-T de SV40 et 
séparées sur gel de polyacrylamide -SDS 12 . 5%. Les flèches indiquent les 
positions de l'antigène grand T de SV40 (94K), de la protéine p53 (SJK) 
et de l'antigène tronqué de la lignée Xho24 (20K). 
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ii) Un mutant du gène grand T de SV40, défectif dans le transport au 
noyau, peut transformer des cellules primaires de rat. 
Il existe un mutant de SV40 qui produit un antigène grand T 
incapable de se localiser dans le noyau. Le remplacement de 1 1 acide 
aminé 128, une lysine, en asparagine, est suffisant pour abolir le 
transport au noyau (Lanford et Butel, 1984). Nous avons voulu vérifier 
si ce mutant de SV40, qui peut transformer des cellules en culture, 
pouvait complémenter le gène T moyen dans la tumorigénèse. Nous avons 
inséré dans le si te BamHI de pMT3, le fragment BamHI de pBSVcT-3, qui 
encode le petit Tet l'antigène grand T mutant (Lanford et Butel, 1984). 
Nous avons digéré le recombinant avec ClaI et l'avons injecté à des rats 
nouveau-nés. Une seule tumeur sur 24 rats injectés est apparue, 
comparativement à 8/17 avec pMSVl, qui encode le T moyen et les 
antigènes petit T et grand T de SV40. Le défaut de transport au noyau de 
ce mutant réduit le potentiel de complémentation du grand T de SV40. Il 
est aussi possible que le petit T qui est encodé par le recombinant 
puisse avoir un effet stimulateur. 
N~us avons voulu savoir si le plasmide pBSVcT-3 pouvait 
transformer des cellules primaires de rat. Nous avons cotransfecté 
celles-ci avec pBSVcT-3 (6 µg) et pSV2neo (2 µg) et isolé des colonies 
résistantes au G-418. Alors que SV40 donne plus de 280 colonies 
résistantes au G-418 par transfection et que toutes ces colonies ont un 
aspect transformé, environ 80 colonies par transfection (30% de SV40) 
ont été obtenues avec pBSVcT-3. L'aspect d.es colonies est aussi plus 
variable: près de 40% des colonies forme des foyers et sont transformées 
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53lors que les autres semblent au moins immortalisées. Nous avons 
vérifié, dès le premier passage, la présence de l'antigène grand T de 
SV40 dans les lignées transformées avec pBSVcT-3 par immunofluorescence, 
en utilisant un antisérum polyclonal provenant d'un hamster. Alors que 
les cellules transformées par SV40 présentent une fluorescence nucléaire 
manifeste, celles qui sont transformées par pBSVcT-3 n'ont pas de 
fluorescence. Nous avons analysé 7 lignées pBSVcT-3 qui ont pu être 
gardées en culture indéfiniment. Il semble donc que la présence de 
l'antigène grand T de SV40 dans le noyau ne soit pas nécessaire pour 
transformer des cellules primaires in vitro. La mutation affecte 
cependant l'efficacité de transformation de cellules primaires. 
Toutefois, l'antigène grand T de SV40 doit pénétrer dans le noyau afin 




Le petit T et un mutant du gène grand T de polyome peuvent complémenter 
le gène pmt dans la transformation de cellules primaires de rat in 
vitro. 
Jusqu'à maintenant, nous avons trouvé que le petit T et un 
mutant du gène pl t, dl97, pouvaient complémenter le gène pmt dans la 
tumorigénèse, alors que le gène plt lui-même ne pouvait le faire. Cuzin 
et al. (1984) ont rapporté que les gènes petit T et grand T ne pouvaient 
pas complémenter le gène pmt dans la transformation de cellules 
primaires in vitro, par un essai de formation de foyers. Nous avons 
voulu savoir si bc1051 (T moyen et petit T), pMLTl (T moyen et grand T) 
et pMLTdl97 (T moyen et grand T dl97) pouvaient transformer des cellules 
primaires de rat, en utilisant notre essai de sélection au G-418. Nous 
avons inséré dans le site BamHI de pSV2neo le génome de bc1051, dans une 
orientation tête-à-queue. Nous avons transfecté des cellules primaires 
de rat avec 8 µg de bc1051neo ou cotransfecté avec 6 µg de pMLTl ou 
pMLTdl97 et 2 µg de pSV2neo. Nous avons ensuite sélectionné les cellules 
résistantes au G-418. 
bc1051 a conféré aux cellules transfectées un effet mitogène 
remarquable (Figure 27). Après 3 semaines, les cellules sont à 
confluence, comme s'il n'y avait pas eu de sélection et certains foyers 
sont apparus sur le tapis cellulaire. Nous avons recueilli 24 de ces 
foyers pour vérifier leur potentiel de croissance. 6 d'entre eux 
montrent un potentiel illimité de croissance et sont immortalisés. Donc, 
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FIG . 27 . Coloration de cellules transfectées avec pMLTl, pMLTd197 et 
bc1051 . 3 à 4 s emaines après la sélection au G- 418, les cellules 
primaires transfectées avec pMLTl, pMLTd197 et bcl051 ont été fixées 
avec une solution de formol-saline 10% et colorées au Giemsa dilué 1 : 5 . 
Les cellul e s sont à conf l uence et clonent da n s la boite transfectée avec 
bcl051 (T moye n + p e tit T) . Peu de colonies apparaissent, suit e à la 
tr a nsfe ction ave c pMLTl (T moye n et grand T ) , alors que le nombr e de 
coloni e s augmente plus de 10 fois par cot,ransfection de pMLTdl97 (T 
moye n et grand T dl97). 
le petit T augmente la capacité du T moyen à immortaliser des cellules 
primaires en leur conférant un potentiel de croissance supérieur, et 
peut complémenter le gène pmt in vitro. 
Le gène plt ne peut pas complémenter efficacement le gène pmt 
dans la transformation de cellules primaires. Nous avons obtenu peu de 
colonies résistantes au G-418 avec le recombinant pMLTl (10 par 
transfection) (Figure 27), et aucune lignée n'a pu être gardée en 
culture (0/8). Cependant, nous avons déjà isolé des foyers transformés 
avec le plasmide pMLTl dans un essai de formation de foyers. Nous avons 
transfecté des cellules primaires avec 8 µg de pMLTl, distribué 
celles-ci 1:5 et observé l'apparition de foyers. L'efficacité de 
transformation était très faible (seulement un foyer par transfection) 
mais, quand nous avons injecté 50,000 cellules transformées avec pMLTl à 
des rats Fischer, nous avons obtenu 5 tumeurs sur 5 rats injectés, après 
un mois. Donc, plt peut complémenter le gène pmt in vitro à une faible 
fréquence. Les gènes plt et pmt ensemble semblent avoir un effet 
antagoniste "toxique" sur la cellule. Toutefois, la transfection de 
cellules primaires avec pMLTdl97 et pSV2neo donne près de 140 colonies 
résistantes au G-418 par transfection, soit 10 à 20 fois plus qu'avec 
pMLTl (Figure 27). La majorité des colonies semble immortalisée et près 
de 570 de celles-ci (7 colonies sur 140) a un aspect transformé. 6 
colonies sur 20 choisies au hasard se sont révélées être au moins 
immortalisées. Donc, pltdl97 peut complémenter le gène pmt dans la 




I. Activité oncogénique de l'antigène T moyen du virus du polyome. 
Nous avons montré que la protéine T moyen du virus du polyome 
pouvait conférer à des lignées cellulaires établies un phénotype 
semblable à celui de cellules transformées par l 'ADN de type sauvage. 
Les lignées cellulaires transformées par le gène pmt ont , en général, 
un pouvoir tumorigène réduit quand elles sont transplantées dans des 
souris nues ou des rats syngéniques. Ceci est dû à la variation dans les 
propriétés de croissance in vitro de ces lignées qui présentent un 
phénotype allant de presque normal à très transformé. Céline Gélinas 
(1984) a montré qu'il y avait une corrélation directe entre l'expression 
du gène T moyen, la tumorigénèse et les propriétés de croissance de ces 
lignées. 
Même si le T moyen peut transformer des lignées cellulaires 
(Treisman et al., 1981b), nous avons trouvé qu'il était incapable 
d'induire la formation de tumeurs chez le rat. Toutefois, nous avons 
obtenu des tumeurs en injectant le clone T moyen dans des hamsters 
nouveau-nés après un temps de latence 5 à 10 fois plus long que celui 
observé avec l'ADN de type sauvage (Asselin et al., 1984). Topp et al. 
(1981) ont aussi observé le même phénomène suite à l'injection, dans des 
hamsters nouveau-nés, de l'ADN de certains mutants de SV40 n'exprimant 
que l'antigène grand T. 
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Rassoulzadegan et al. (1982) ont montré que le gène pmt était 
incapable d'induire la formation de foyers et de transformer de façon 
stable des cellules primaires d'embryons de rat. Toutefois, nous avons 
réussi à immortaliser, à une faible fréquence, des cellules primaires 
avec le gène pmt. Le phénotype des deux 1 ignées immortalisées avec le 
gène pmt semble être relié à l'expression de la protéine T moyen. 
Spandidos et Wi lkie ( 1984) ont montré que l'oncogène ras, qui est 
incapable de transformer des cellules primaires de rat (Land et al., 
1983; Ruley, 1983; Newbold et Overell, 1983) pouvait induire la 
transformation de cellules primaires s'il était placé sous le contrôle 
de "enhancer" de transcription. L'immortalisation peut être obtenue avec 
le gène ras normal, s 1 il est placé sous le contrôle d'un "enhancer" de 
transcription. De la même façon, le gène pmt peut se comporter comme un 
gène immortalisant et sauver des cellules primaires de la sénescence si 
son expression est altérée. 
Ces résultats montrent que le T moyen est principalement 
responsable du potentiel tumorigène du virus du polyome. Cependant, 
l 1altération de la croissance cellulaire induite par cette protéine 
n'est pas toujours suffisante pour le développement de tumeurs, 
particulièrement dans un essai aussi rigoureux que l'injection d'ADN à 
des rongeurs nouveau-nés. Le fait que le gène pmt peut induire des 
tumeurs chez le hamster après un certain délai et immortaliser des 
cellules primaires de rat, peut être interprété par un processus de 
carcinogénèse à plusieurs étapes. L'expression du T moyen dans les 
cellules du nouveau-né ne serait pas suffisante pour induire la 
transformation parce que ces cellules ne possèdent pas les autres 
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fonctions virales complémentaires. Toutefois, l'acquisition subséquente 
d'altérations génétiques, probablement provoquées par l'expression du 
gène pmt et son effet pléiotropique sur les cellules, permettrait à 
celles-ci d'exprimer le phénotype transformé. Donc, 1 'antigène T moyen 
seul n'est pas suffisant pour induire le processus de tumorigénèse in 
vivo (Asselin et al., 1984) et in vitro (Rassoulzadegan et al., 1982). 
Des fonctions autres que celles exprimées par l'antigène T moyen sont 
requises pour l'élaboration de toutes les propriétés associées à la 
transformation néoplasique. 
II. Complémentation par le gène grand T de polyome. 
Nous avons montré que le gène plt pouvait complémenter le gène 
pmt dans la transformation de la lignée cellulaire FR3T3. Les cellules 
transformée~ par les gènes plt et pmt sont plus tumorigènes que celles 
transformées avec le clone T moyen seul, mais elles n'acquièrent pas 
nécessairement la propriété de croissance à faible concentration de 
sérum. Même si 1 1 indépendance à des facteurs de croissance exogènes 
n'est pas une conséquence invariable du transfert du gène plt, 
l'introduction du gène pmt lié à plt induit des transformants qui 
montrent les memes propriétés tumorigéniques que les cellules 
transformées par l 'ADN de type sauvage. Il est peu probable que ces 
transformants proviennent de recombinaison entre les molécules 
transfectées parce qu'ils ont été obtenus sous les mêmes conditions 
utilisées avec la transformation par le gène pmt. Rassoulzadegan et al. 
(1981, 1982) ont montré que le gène ~lt, qui est incapable de 
transformer des cellules primaires mais qui peut leur conférer un 
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potentiel de croissance illimité (Rassoulzadegan et al., 1983), pouvait 
diminuer la dépendance au sérum de cellules transformées et normales. La 
contradiction entre ces résultats réflète probablement des différences 
dans la façon de sélectionner les transformants. Toutefois, nous avons 
observé, dans des cellules transformées avec pMLTl (plt + pmt), une 
corrélation directe entre l'expression de l'antigène grand T de polyome, 
la croissance à faible concentration de sérum et la tumorigénicité, ce 
qui confirme les résultats de Rassoulzadegan et al. (1982). La 
dépendance de croissance à faible concentration de sérum et la 
tumorigénèse pourraient donc être complémentées par l'expression de 
l'antigène grand T. 
La reconstitution de génomes de type sauvage par recombinaison 
homologue survient à de hautes fréquences (Miller et Temin, 1983; 
Pomerantz et al., 1983b) et l'argument utilisé pour la transfection de 
cellules in vitro ne prévaut pas nécessairement pour un processus aussi 
sélectif que la tumorigénèse par injection d 'ADN in vivo. Dans nos 
études de camp lémenta tian in vivo, nous avons observé que des tumeurs 
pouvaient survenir comme résultat de recombinaison homologue entre des 
molécules d'ADN injectés (pmt et le mutant hr-t NG-18 dans le plasmide 
pMLT9) en restaurant un génome de polyome de type sauvage. Suite à ce 
résultat, nous avons vérifié le potentiel tumorigène d'un recombinant 
(pMLTl) dans lequel la recombinaison ne pouvait restaurer un génome de 
type sauvage, et nous avons été incapables d'induire de tumeurs chez le 
rat. Toutefois, un mutant avec une délétion en phase de 30 pb dans le 
gène plt et avec une capacité d'immortalisation accrue, plt-dl97, a 
complémenté très efficacement le T moyen dans la tumorigénèse in vivo. 
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Rassoulzadegan et al. (1982) ont trouvé que la cotransfection des gènes 
pmt et plt ne pouvait pas transformer des cellules primaires de rat. 
Nous avons cependant observé que la cotransfection de pmt et plt pouvait 
induire la transformation de cellules primaires de rat à une très faible 
fréquence et que ces cellules transformées étaient tumorigènes dans des 
rats syngéniques. Nous avons aussi trouvé qu'il était très difficile 
d'obtenir des lignées transformées avec pMLTl (pmt + plt) alors que 
pMLTd197 (pmt + plt-d197) donnait des lignées au moins immortalisées 
très facilement. Yamaizumi et al. (1983) ont rapporté un effet "toxique" 
sur la croissance de cellules de souris causé soit par l'expression du 
gène grand T, soit. par la réplication de 1 1 ADN plasmidique ou viral. 
Etant donné que nous avons trouvé que l'expression du phénotype 
immortalisé dans les cellules de rat exigeait une forte expression de 
l'antigène grand T de polyome très précocement, il ne semble pas que le 
grand T puisse être toxique pour la cellule dans ce cas. Il n'est pas 
exclus que la combinaison des gènes plt et pmt produise un effet 
"toxique" puisqu'il est difficile d'établir ces deux gènes dans des 
cellules primaires. Quelques laboratoires (Land et al., 1983; Mougneau 
et al., 1984) ont observé que le gène plt inhibait fortement 
l'établissement de gènes co-transfectés à cause de la présence de 
l'origine de réplication de polyome. On a suggéré que l'antigène grand T 
pouvait déclencher des rondes répétées de réplication et créer un effet 
cytopathique. Dans notre laboratoire, Judit Vass a trouvé que le mutant 
plt-d197 ne se répliquait pas dans des cellules de souris. Il est donc 
possible que ce mutant immortalise mieux et complémente plus 
efficacement le gène pmt dans la tumorigén~se parce qu'il est dépourvu 
de capacité de réplication. Il est aussi possible que ce gène plt 
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mutant, qui est activé par la délétion, immortalise davantage à cause de 
la surexpression du gène par absence d'autorégulation. Kalderon et Smith 
(1984) ont obtenu des mutants de SV40 avec un phénotype 
supertransformant qui pourrait résulter de l'incapacité de ce groupe de 
mutants à réprimer la transcription du gène. Sans exclure un effet 
"toxique" possible de la réplication de l 'ADN plasmidique par le gène 
plt, nous croyons que l'efficacité d'immortalisation ou de 
complémentation du gène plt ou du mutant plt-dl97 dépend plus de leur 
expression et de l'obtention de niveaux permettant ces deux événements. 
Il est à noter que Rassoulzadegan et al. (1983) ont trouvé que 
l'expression du gène plt était nécessaire au maintien de l'état 
immortalisé et Petit et al. (1983) ont observé le même phénomène pour le 
grand T de SV40. 
III. Complémentation par les antigènes précoces de SV40 et Ad2, et par 
l'oncogène cellulaire mye. 
Nous avons montré que le pouvoir tumorigène du gène pmt in vivo 
pouvait être restauré par complémentation avec l'antigène grand T de 
SV40, ou sa région N-terminale, avec les produits de la région ElA de 
l 'adénovirus 2 ou l'oncogène cellulaire mye (Asselin et al., 1984). De 
nombreux laboratoires ont montré que les propriétés oncogéniques des 
virus à ADN, comme le virus du papillome bovin (Schiller et al., 1984), 
le virus du polyome (Rassoulzadegan et al., 1982; Asselin et al., 1983; 
Cuzin et al., 1984) et l'adénovirus (pour une revue, voir Van der Eb et 
Bernards, 1984), dépendent de la synthèse d~ plusieurs produits de gènes 
des régions précoces qui peuvent se complémenter. Des essais de 
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complémentation entre différents oncogènes viraux ou cellulaires in 
vitro (Land et al., 1983; Ruley, 1983; Newbold et Overell, 1983) et in 
vivo (Asselin et al., 1984) ont permis de définir deux groupes de 
complémentation, chaque groupe représentant une étape différente requise 
pour la transformation de cellules primaires in vitro, ainsi que 
l'induction de tumeurs in vivo. L'oncogène ras et le gène pmt, qui sont 
incapables de transformer des cellules primaires de rat, peuvent 
transformer après cotransfert du gène grand T de polyome, de la région 
E1A de Ad2 ou de l'oncogène mye. Dernièrement, Parada et al. (1984) et 
Eliyahu et al. (1984) ont montré que le gène encodant la protéine 
cellulaire p53 pouvait complémenter l'oncogène ras dans la 
transformation de cellules primaires de rongeurs. Le groupe de 
complémentation, composé des gènes plt de polyome, grand T de SV40, ElA 
de Ad2, c-myc et p53 possède des propriétés communes. Le gène plt ou sa 
région N-terminale (Rassoulzadegan et al., 1983), le gène grand T de 
SV40 ou sa région N-terminale (Colby et Shenk, 1982; Clayton et al., 
1982; Petit et al., 1983), l'oncogène c-myc (Mougneau et al., 1984), la 
région ElA de Ad2 (Houweling et al., 1980) et le gène de la p53 (Jenkins 
et al., 1984) sont tous capables d'immortaliser des cellules primaires 
en culture. Ce sont des protéines à localisation nucléaire (Tooze, 1981; 
Donner et al., 1982; Jochemsen et al., 1982; Rotter et al., 1983), qui 
se lient à l 'ADN (Donner et al., 1982; Wright et al., 1984) et à la 
matrice nucléaire (Covey et al., 1984; Eisenman et al., 1985). Elles ont 
un rôle à jouer dans le contrôle de la prolifération cellulaire (Armelin 
et al., 1984; Mercer et al., 1984) ou dans la stimulation de gènes 
cellulaires (Scott et al., 1983; Svensson et Akusjarvi, 1984) et peuvent 
' . 
présenter des relations structurelles et fonctionnelles (Ralston et 
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Bishop, 1983;Bienz et al., 1984). L'action des gènes immortalisants se 
situerait dans le noyau, au niveau de l'induction ou de la répression de 
certains gènes cellulaires. L'autre classe d'oncogènes inclut l'oncogène 
ras et le gène pmt. Cette classe est impliquée dans l'acquisition 
d'altérations morphologiques et dans l'indépendance d'ancrage, et encode 
des produits localisés à la membrane plasmique (Willingham et al., 1981; 
Ito, 1979). De la même façon, nos études de complémentation in vivo 
suggèrent la classification des oncogènes viraux ou cellulaires en deux 
groupes de complémentation possédant des fonctions différentes, agissant 
sur des cibles différentes et qui définissent au moins deux étapes 
nécessaires dans la tumorigénèse. L'observation que le T moyen seul peut 
induire des tumeurs chez le hamster signifie que l'ordre temporel des 
deux événements a peu ou pas d'importance. 
IV. Complémentation par l'antigène petit T. 
Nous avons trouvé que l'antigène petit T pouvait complémenter 
le gène pmt et produire des tumeurs chez le rat de façon aussi efficace 
que l 'ADN de type sauvage. De plus, même si les lignées cellulaires 
FR3T3 transformées avec petit T et T moyen n'acquièrent pas 
nécessairement la propriété de croissance à faible concentration de 
sérum, celles-ci sont plus tumorigènes que les lignées transformées avec 
le T moyen seul. Nous avons aussi observé que le T moyen et le petit T 
pouvaient conférer un potentiel de croissance illimitée à des cellules 
primaires d'embryons de rat grâce à un pouvoir mitogène remarquable. Le 
petit T de polyome stimule la croissance de cellules normales 
quiescentes (Liang et al., 1984; Türler et Salomon, 1985) et provoque 
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des changements structuraux à la surface de la cellule. Même si le petit 
T n'a pas de fonctions immortalisantes (Rassoulzadegan et al., 1983), il 
peut complémenter le T moyen par son activité mitogénique. Les 
changements induits au niveau de la surface cellulaire par le petit T et 
au niveau du cytosquelette par le T moyen permettraient l'expression 
d'une fonction cellulaire pouvant fournir un potentiel de croissance 
illimité. Nos résultats in vitro diffèrent de ceux de Cuzin et al. 
(1984) qui ont été incapables de transformer des cellules primaires de 
rat avec le petit T et le T moyen. Ces auteurs ont suggéré que les trois 
antigènes précoces devaient être exprimés simultanément pour établir 
l'état transformé dans des cellules primaires de rat. La différence 
entre ces résultats proviendrait de la nature de l'essai utilisé 
(formation de foyers après fusion de protoplastes vs transformation au 
phosphate de calcium et sélection au G-418). 
La capacité mitogénique du petit T de polyome est aussi 
reconnue pour le petit T de SV40. Celui-ci n'est pas requis pour la 
transformation morphologique dans un essai de formation de foyers mais 
augmente la capacité de l'antigène grand T de SV40 de faire croître des 
cellules en agar et d'obtenir l'indépendance d'ancrage (Rubin et al., 
1982; Chang et al., 1984). In vivo, nous avons observé que le petit T de 
SV40 augmentait le pouvoir de complémentation du gène pmt par le grand T 
de SV40 (As sel in et al., 1984). Donc, dans un essai de croissance en 
agar ou dans un essai de tumorigénèse in vivo, le petit T de SV40 ou de 
polyome serait nécessaire à une stimulation métabolique continue. Leur 
action pourrait être directe ou indirecte, par l'interaction avec des 
protéines cellulaires (Yang et al., 1979). Sompayrac et Danna (1983) ont 
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FIG . 28 . Comparaison de 1 1 homologie en acides aminés des gènes grand T 
de SV40 et pol yome et des mutants plt-dl97 et Xho24 . Les régions 
codantes des antigènes grand T sont représentées (en haut, plt; en bas 
grand T de SV40) . Les régions codantes par les boîtes et les introns, 
par les traits simples . Les régions noircies montrent les homologies de 
séquences en acides aminés entre les deux antigènes et les régions 
incolores représentent les r égions de non- homologie . La séquence en 
acide aminé de la portion C-t ermi nale du mutant du gène grand T de SV40 
est indiquée avec l' éte ndu e de l a délétion ainsi que l es acides aminés 
résultant du changement de cadre de lecture . Le s acides aminés délétés 
dans le mutant plt-dl97 sont aussi indiqués, avec pour chacun, leur 
position dans l e s antigènes . 
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montré que le petit T de SV40 pouvait fournir au moins une des fonctions 
requises pour le maintien de la transformation. Il est à noter que le 
petit T est une protéine riche en cystéine dont la séquence est 
comparable à celle de certaines hormones (Friedmann et al., 1978). Même 
si, opérationnellement, le petit T de polyome est très similaire dans la 
tumorigénèse aux facteurs d' immortal isation (antigènes grand T, El A, 
c-myc, p53), il ne peut être impliqué dans des fonctions d'établissement 
ou d'immortalisation. Ceci suggère que tous les gènes qui complémentent 
la fonction transformante de l'antigène T moyen de polyome ne créent pas 
des changements identiques dans le comportement cellulaire mais peuvent, 
au contraire, interagir avec des cibles cellulaires différentes. Le 
petit T appartient donc à un groupe de complémentation différent de ceux 
qui ont été déjà décrits. 
V. Immortalisation de cellules primaires de rat avec des mutants de 
délétion des gènes grand T de polyome et de SV40. 
Nous avons trouvé que 27% de la région codante du gène grand T 
de polyome, jusqu'au nucléotide 1213 (site HpaII), était suffisant à 
immortaliser des cellules primaires de rat. Cette séquence contient la 
région N-terminale entre les nt 173 et 409, homologue à celle de SV40, 
et une région unique au virus du polyome, entre les nt 795 et 1213. La 
région immortalisante essentielle serait située entre les nt 1016 (Aval) 
et 1213 puisque des mutants, qui ont perdu ces séquences, sont inactifs 
dans l'essai d' immortalisation. Le virus du polyome contient donc des 
séquences importantes à l'immortalisation entre les nt 795 et 1213, sans 
homologie avec celles de SV40, et qui seraient possiblement d'origine 
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cellulaire (Soeda et al., 1980). Ces séquences, traduites dans deux 
cadres de lecture différents, seraient importantes pour la fonction de 
deux protéines, soit le grand Tet le T moyen. Cette région de la 
protéine, dépourvue de structure secondaire particulière (Bob Kamen, 
communication personnelle), ne contient aucune séquence spécifique de 
protéines qui se lient à l 'ADN, telle que définie par Pabo et Sauer 
(1984). Cette protéine nucléaire, dont la seule activité enzymatique 
associée est une ATPase (Gaudray et al., 1980), a une affinité 
non-spécifique pour l'ADN cellulaire et spécifique pour les régions 
régulatrices de l'ADN du virus du polyome (Gaudray et al., 1981; 
Pomerantz et al., 1983a). Elle est impliquée dans l'établissement 
(Fried, 1965) et le maintien de la transformation cellulaire (Seif et 
Cuzin, 1977; Trejo-Avila et al., 1981) et de l'immortalisation 
(Rassoulzadegan et al., 1983). Nilsson et Magnusson (1984) ont analysé 
les propriétés biochimiques de divers mutants de délétion du gène plt 
situés dans la région que nous avons identifié comme étant importante à 
l'immortalisation. Le mutant i!_l041, dont les séquences entre les nt 962 
et 1338 sont délétées, se lie faiblement à l 'ADN du virus in vitro et 
est positif dans la réplication. Le mutant dl2208 (délétion de 1125 à 
1183) est localisé à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau et est 
légèrement surexprimé. Le mutant in1351 (délétion à partir de 1337), qui 
n'encode que les 260 premiers acides aminés de la protéine, ne montre 
pas de liaison spécifique à l'ADN. Comme la protéine se retrouve dans le 
noyau, les auteurs ont suggéré que ce fragment de la protéine doit avoir 
une affinité non-spécifique pour l'ADN. Ces résultats suggèrent que les 
séquences retrouvées dans la région néce,ssaire à l' immortalisation 
seraient importantes dans la localisation de la protéine au noyau, dans 
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l'autorégulation des gènes précoces et dans la liaison non-spécifique à 
l'ADN. Ces fonctions seraient importantes dans l'immortalisation de 
cellules primaires par le gène plt et ses mutants de délétion. Au moins, 
nous pouvons dire que la fonction de maintien de l'immortalisation est 
séparée de l'activité du gène plt qui contrôle la réplication de l'ADN 
viral puisque la partie amino-terminale de la protéine est suffisante à 
l'immortalisation. 
Nous avons trouvé qu'un mutant de délétion du gène grand T de 
SV40, Xho24, qui n'encode que les 137 premiers acides aminés, soit 19% 
de la protéine, pouv.ait immortaliser efficacement des cellules primaires 
de rat. Nous avons mis en évidence une protéine de 20KD dans les 
cellules immortalisées par ce mutant. D'autres laboratoires ont 
déterminé que la région N-terminale de la protéine (jusqu'au nt 3733) 
pouvait immortaliser des cellules primaires de rat (Colby et Shenk, 
1982; Clayton et al., 1982) ou de souris (Tevethia, 1984) et que 
l'expression du gène grand T de SV40 était nécessaire au maintien de 
l'état immortalisé (Petit et al., 1983). Cette région est cependant 
beaucoup plus grande (361 acides aminés, Sl'ïo de la protéine) que la 
région minimale que nous avons défini. Une différence remarquable dans 
l'immortalisation entre le gène grand T tronqué de SV40 et le gène plt 
de polyome est que les lignées cellulaires établies après le transfert 
du gène tronqué de SV40 présentent différents niveaux de transformation 
alors que les lignées immortalisées suite à l'introduction du gène plt 
sont normales, sauf pour l'indépendance à des facteurs sériques. La 
différence serait peut-être due à la présenc~ de la protéine cellulaire 
p53. Celle-ci forme un complexe non-covalent avec la protéine grand T de 
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SV40. Quand la protéine p53 se lie au grand T, sa demi-vie augmente 
considérablement. Ceci entraine l'accumulation de la protéine qui joue 
un rôle dans la stimulation de la croissance de cellules quiescentes 
(Mercer et al., 1984) et qui peut immortaliser des cellules primaires 
(Jenkins et al., 1984). En analysant les résultats de Colby et Shenk 
(1982), on observe une corrélation entre la quantité de p53 et la 
capacité des cellules immortalisées avec la région amino-terminale de la 
protéine grand T, de croitre en agar. Cependant, la p53 ne semble pas 
être stabilisée par la protéine tronquée puisque la quantité de p53 
varie considérablement selon les lignées. De plus, la région C-terminale 
de l'antigène grand T semble être essentielle à la formation d'un 
complexe stable avec la protéine p53 (Chaudry et al., 1982). On 
s'attendrait que le mutant Xho24 ne stabilise pas la p53 puisqu'il ne 
contient pas les séquences nécessaires à la stabilisation. Or, on 
observe quand même une bande qui comigre à 53K dans les cellules 
immortalisées avec Xho24. Sompayrac et al. (1983) ont montré que la 
stabilisation de la p53 n'était pas requise pour la transformation par 
SV40. Cela laisse supposer que les niveaux de p53 retrouvés dans la 
lignée Xho24 ou dans celles isolées par Colby et Shenk (1982) pourraient 
être le résultat de l' immortalisation, et non la cause. Comme dans le 
cas de Colby et Shenk (1982), nous n'avons noté aucune corrélation 
évidente entre le potentiel de croissance et la grandeur ou la stabilité 
des fragments de l'antigène grand T produits par nos divers mutants. La 
variation dans le phénotype des lignées immortalisées proviendrait de 
contributions significatives mais non-uniformes par des produits de 
gènes cellulaires. Une contribution majeure des produits de gènes 
cellulaires au phénotype des cellules transformées par SV40, dans 
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certains cas, pourrait aussi expliquer le fait que quelques (mais pas 
toutes) lignées transformées par des virus qui encodent un antigène 
grand T thermosensible (mutants tsA) sont T-indépendants pour le 
maintien de l'état transformé (Tegtmeyer, 1975; Seif et Cuzin, 1977). 
Si la p53 n'est pas impliquée, quelles sont les fonctions 
présentes dans le mutant Xho24 qui permettraient l'immortalisation? La 
protéine grand T de SV40 est suffisante pour induire et maintenir le 
phénotype transformé dans plusieurs types de cellules en culture (Tooze, 
1981). Plusieurs propriétés biochimiques ont é~é assignées à différents 
domaines de la protéine: une activité ATPase (Tjian et Robbins, 1979), 
une affinité pour l'ADN cellulaire (Carroll et al., 1974), pour 
l'origine de réplication de SV40 (Tjian, 1978) et pour la protéine p53 
(Lane et Crawford, 1979; Linzer et Levine, 1979). L'expression de 
l'antigène grand T stimule la réplication de l'ADN cellulaire (Tjian et 
al., 1978), active la transcription des gènes ribosomaux et autres gènes 
cellulaires (Soprano et al., 1979; Scott et al., 1983) et stimule la 
production de facteurs de croissance (Kaplan et al., 1981). Des analyses 
biochimiques et génétiques de divers mutants ont révélé que la fonction 
réplicative de l'antigène grand T n'était pas essentielle au processus 
de transformation et que ni la liaison spécifique à l'origine de 
réplication, ni l'activité ATPase n'étaient nécessaires à l'activité 
transformante ( Gluzman et Ahrens, 1982; Stringer, 1982; Prives et al., 
1983; Manos et Gluzman, 1984, 1985). Un mutant du gène grand T de SV40, 
i!_1138, qui a une délétion à partir du nt 4340, ne conserve aucune des 
activités associées au gène grand T, telle que la liaison à l'origine de 
réplication, l'activité ATPase, la réplication de l 'ADN viral, la 
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stimulation de la synthèse de l 'ADN cellulaire et l'activation de la 
synthèse des ARNr (Clark et al., 1983; Pipas et al., 1983; Soprano et 
al., 1983). Ceci implique que notre mutant Xho24, qui immortalise avec 
des séquences en 5' du nt 4408, devrait avoir perdu ces propriétés 
biochimiques. La région N-terminale est cependant importante dans la 
liaison spécifique à l 'ADN. Les 130 acides aminés N-terminaux de la 
protéine grand T, particulièrement les acides aminés 83 à 130 après 
1 1 intron, peuvent se lier à l 'ADN bicaténaire de thymus de veau, et 
aussi à l'origine de réplication de l'ADN viral et ce, de façon 
spécifique (Prives et al., 1982; Chaudry et al., 1982; Morrison et al., 
1983). Cette région comporte aussi une séquence d'acides aminés 
basiques, entre les résidus 127 et 131, qui est un signal de 
localisation nucléaire. La conversion de la lysine 128 en thréonine 
(Kalderon et al., 1984a, 1984b; Kalderon et Smith, 1984), en asparagine 
(Lanford et Butel, 1984), ou une déletion en phase de 120 pb qui enlève 
les sites HinfI à 4459 et 4376 (Fantuzzi et Vesco, 1984) empêche la 
protéine grand T d'entrer dans le noyau. Ces mutants sont capables de 
transformer des cellules en culture. Nous avons trouvé qu'un mutant de 
SV40, dont le grand T ne pouvait entrer dans le noyau (Lanford et Butel, 
1984) transformait des cellules primaires de rat et complémentait le 
gène T moyen de polyome avec une efficacité plus faible que celle de 
l'ADN de type sauvage. Il est possible que les activités biochimiques de 
la protéine, comme sa localisation à la membrane, (Soule et Butel, 1979) 
soient suffisantes à la transformation de cellules primaires. Une petite 
quantité de la protéine pourrait se retrouver dans le noyau, sans 
pouvoir être détectée, et être suffisante. à la transformation. Il se 
pourrait aussi que le petit T produit par le mutant puisse complémenter 
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le grand T et permettre la transformation. Ces résultats indiquent qu'un 
besoin absolu d'un antigène grand T nucléaire n'est pas nécessaire dans 
tous les cas de transformation cellulaire. Le mutant Xho24 conserve les 
séquences nécessaires à l'entrée dans le noyau. La protéine tronquée 
produite par ce mutant est toutefois assez petite pour ne pas nécessiter 
ces séquences. 
Wright et al. (1984) ont montré que la protéine grand T de SV40 
était capable de reconnaître et de se lier à la séquence consensus 
5'-GAGGC-3' trouvé dans l'ADN provenant de plusieurs sources. Ce 
pentanucléotide constitue la séquence de liaison de la protéine grand T 
à l'origine de réplication de SV40 (De Lucia et al., 1983). Comme SV40 
induit la transcription de gènes spécifiques dans les cellules de souris 
transformées (Schutzbank et al., 1982; Scott et al., 1983), il est 
possible que cette induction soit provoquée par l'interaction spécifique 
de l'antigène grand T de SV40 ou d'une protéine tronquée (Xho24) avec 
des séquences cellulaires, surtout que Xho24 conserve des séquences 
importantes dans la liaison spécifique à l'ADN. Des résultats, qui 
montrent que des mutants défectifs dans la réplication ou dans la 
liaison spécifique à l'origine de réplication peuvent transformer, vont 
à l'encontre d'un rôle important de la liaison spécifique à l'ADN dans 
la transformation. Cette hypothèse reste possible parce que les essais 
d'immunoprécipitation mesurent une liaison très forte à l'ADN, ce qui 
donnerait peut-être une plus grande importance à une liaison moins 
spécifique à l'ADN dans le processus d'activation de gènes et dans la 
transformation. La liaison à l'ADN ne serais pas suffisante pour obtenir 
une transformation complète mais pourrait être une étape nécessaire dans 
le processus d'immortalisation conférée par le mutant Xho24. 
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